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Ce travail examine les mécanismes de l’immunité innée impliqués dans l’hépatite aiguë virale du 
modèle murin d’infection par le virus de l’hépatite virale murine de type 3 (MHV-3). Afin de 
déterminer le rôle du TLR2 dans l’aggravation de l’hépatite, des infections avec le virus MHV-3 ont été 
réalisées in vivo chez des souris C57BL/6 et des souris déficientes pour le gène tlr2  et in vitro dans 
des macrophages et des hépatocytes infectés avec le virus MHV-3 et le virus moins virulent MHV-A59. 
Les niveaux de transcription et de traduction  des senseurs microbiens, des interférons (IFN) de type I, 
des cytokines et/ou des chimiokines ont été évalués par qRT-PCR et ELISA. Les cellules ont été traitées 
avec des petits ARNs interférants (siRNAs) pour le TLR2 et le CEACAM1a ou mises en présence 
d’inhibiteurs des voies d’endocytose. Les résultats révèlent le rôle stimulateur du TLR2 pour la 
réplication virale, la production de cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α et des chimiokines 
CXCL1, CXCL10 et CCL2. Un nouveau mécanisme d’échappement aux senseurs viraux dépendant du 
TLR2 a également été mis en évidence dans les macrophages et les hépatocytes lors de l’infection de 
ces cellules avec le virus MHV-3, et non pas avec le virus moins virulent MHV-A59. Ces différents 
travaux révèlent un nouveau rôle du TLR2 lors d’infections virales dans l'aggravation de la réponse 


















This work investigates the innate immunity mechanisms involved in the Murine Hepatitis Virus type 3 
(MHV-3) acute hepatitis disease model. In the goal of determining the role of the TLR2 receptor in 
aggravating the hepatitis disease, in vivo infections with the MHV-3 virus were performed on C57BL/6 
mice or tlr2-/- gene knockout mice as well as in vitro infections of murine macrophages and 
hepatocytes with the MHV-3 and less virulent MHV-A59 serotypes. The levels of transcription and 
translation of different microbial sensors, type I interferons (IFN), cytokines and/or chemokines were 
measured by qRT-PCR and ELISA tests. Cells were treated with small interfering ARN (siRNA) for the 
TLR2 and/or CEACAM1a genes or treated with the different endocytosis inhibitors before infection. 
Our results reveal the stimulatory role of the TLR2 receptor on viral replication, production levels of 
the IL-6 and TNF-α cytokines and chemokines CXCL1, CXCL10 and CCL2. This study also reveals a new 
immune evasion mechanism via TLR2 in macrophages infected with MHV-3, but not with the lesser 
virulent MHV-A59 serotype. These different experiments have revealed a new role for the TLR2 
receptor in viral infections wherein inflammatory responses are aggravated whilst shielding viral 
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CARD : domaines de recrutement de caspases (Caspase Recrutment Domains) 
CAV1 : cavéoline-1 
CCL : Chimiokine possédant des motifs C-C (chemokine (C-C motif) ligand) 
CCP : poches recouvertes de clathrine (clathrin-coated pits) 
CD : Marqueur de différenciation (Cluster of differentiation) 
CEACAM : Molécule d’adhésion cellulaire de l’antigène carcinoembryonaire (Carcinoembryonic 
antigen cell adhesion molecule) 
CIPA : Comité institutionnel de protection des animaux 
CME : endocytose dépendante de la clathrine (clathrine-mediated endocytosis) 
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité 





COX2 : cyclooxygenase 2 
CPAs : cellules présentatrices d’antigènes 
CXCL : Chimiokine possédant des motifs C-X-C (Chemokine (C-X-C motif) ligand) 
DAMPs : motifs moléculaires associés au danger (danger-associated molecular patterns) 
DD : Domaine de mort (death domain) 
ECP : Effet cytopathique  
EE : endosome précoce (early endosome) 
eIF4E : Facteur 4E de l’initiation de la transcription chez les eucaryotes (Eukaryotic translation 
initiation factor 4E) 
ELISA : Test d’immunoabsorbance lié à une enzyme (Enzyme linked immunosorbent assay) 
ERK : Kinase régulant le signal extracellulaire (Extracellular signal-regulated kinase) 
FIPV : virus de la péritonite infectieuse féline (feline infectious peritoneous virus) 
HCoV : Coronavirus humain (Human coronavirus) 
HEPA : Filtre de particules aériennes à haute efficacité (High efficiency particulate air filter) 
HSC : cellules étoilées hépatiques (Hepatic stellate cells) 
IBV : Virus de la bronchite infectieuse du poulet (Infectious bronchitis virus) 
IKKε : (IκB kinase-ε) 
IFN : interféron 
IFNAR : récepteur de l’interféron alpha (interferon-alpha receptor) 
IL : interleukine 
i.p. : intrapéritonéale 
IPS-1 : protéine promoteur stimulatrice de l’IFN-β 1 (IFN-β promoter stimulator 1) 
IRAK : kinase associée au récepteur IL-1 (IL-1 receptor-associated kinase) 
IRF : facteur de régulation de l’interféron (interferon regulating factor) 





ITIM : Immunorécepteur associé à des tyrosines à fonction inhibitrice (Immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motif) 
JNK : Kinase c-Jun N-terminal (c-Jun N-terminal kinase) 
KC : Cellule de Kupffer (Kupffer cell) 
LE : endosome tardif (late endosome) 
LGP2 : gène 2 du laboratoire de génétique et physiologie (Laboratory of Genetics and Physiology gene 
2) 
LPS : lipopolysaccharide 
LRR : domaines riches en leucine (leucine rich repeats) 
LSEC : cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques (LiverSinusoidal Endothelium Cells) 
MAPK : kinase activée par les mitogènes (mitogen-activated protein kinase) 
MDA5 : protéine associée à la différenciation de mélanomes 5 (Melanoma Differentiation-Associated 
protein 5) 
mDC : cellules dendritiques myéloïdes (myeloid dendritic cells)  
ME : endosomes en maturation (maturing endosome) 
MHV : virus de l’hépatite virale murine (murine hepatitis virus) 
MKK : MAPK kinase 
m.o.i. : Multiplicité d’infection (Multiplicity of infection) 
MyD88 : protéine 88 de la réponse primaire de la différenciation myéloïde (myeloid differenciation 
protein 88) 
NF-κB : facteur nucléaire κB (nuclear factor κB) 
NK : Natural killer cells 
NOD : Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 
Nsp : protéine non-structurale (non-structural protein) 
ORF : cadre de lecture ouvert (open-reading frame) 






pDC : cellules dendritiques plasmacytoïdes 
p.i. : post-infection 
PPA : protéines de phase aiguë 
PRRs : récepteurs de reconnaissance de pathogènes (pattern recognition receptors) 
qRT-PCR : Réaction de polymérisation en chaîne quantitative en temps réel (quatitative real-time 
polymerase chain reaction) 
Rab : Ras-related in brain 
RE : endosomes de recyclage (recycling endosome) 
RIG-I : gène 1 inductible par l’acide rétinoïque (Retinoic Acid-inducible gene 1) 
RIP-1 : protéine kinase 1 interactive avec le récepteur (receptor interacting protein kinase 1) 
RIS : propagation indépendante du récepteur (Receptor independent spread) 
SARM : protéine stérile contenant les motifs- alpha et -armadillo (sterile alpha- and armadillo-motif-
containing protein) 
SHP : Phosphatase homologue à l’oncogène Src (Src homology phosphatase) 
siRNA : petits ARN interférants (small interfering ARN) 
SRAS : syndrome respiratoire aigu et sévère 
SRE : système réticuloendothélial 
SS : Stibogluconate de sodium (Sodium stibogluconate) 
STAT : Signal de transduction et d’activation de la transcription (Signal transducer and activator of 
transcription) 
STING : protéine stimulatrice des gènes de l’IFN (stimulator of interferon genes) 
SVF : sérum de veau fœtal 
TBK1 :  kinase 1 se fixant au TANK (TANK-binding kinase 1) 
DICT50 : dose infectante pour 50% des cellules en culture (tissue culture infectious dose 50%) 
TCoV : coronavirus de dinde (turkey coronavirus) 





TIR : récepteur Toll/IL-1 (Toll/IL-1 receptor) 
TIRAP : protéine adaptatrice contenant le domaine TIR (TIR adaptor protein) 
TLR : récepteurs  de type Toll (Toll-like receptor) 
TNF : facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor)  
TRAF : facteur associé au récepteur du facteur de nécrose tumorale(tumor necrosis factor receptor 
associated factor) 
TRAM : protéine adaptatrice reliée au TRIF (TRIF-associated molecule) 
TTSP : sérines protéases transmembranaires de type II (type II transmembrane serine protease) 
UTR : séquences non-traduites (untranslated region) 
VHC : virus de l’hépatite C humaine 
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Les travaux de ce mémoire porte sur les désordres de  l’immunité innée hépatique qui favorise le 
développement de l’hépatite aiguë dans un modèle murin d’hépatite virale. L’objectif principal des 
travaux réalisés pour ce mémoire est de déterminer quels sont les rôles du TLR2 dans l’induction de 
l’hépatite aiguë fulminante induite par le virus de l’hépatite murine de type 3 (MHV-3) in vivo et dans 
la détection de l’entrée et de la replication virale dans les macrophages et les hépatocytes in vitro.  
La revue de littérature  nécessaire à la compréhension des mécanismes cellulaires, viraux et 
pathologiques impliqués dans l’hépatite aiguë incluera les éléments essentiels tels que la structure et  
la composition cellulaire particulière du foie, la diversité des senseurs microbiens présents et les 
cytokines et chimiokines produits par les voies de signalisation activées par ses senseurs. Le modèle 
des coronavirus murins sera étudié en fonction de la structure et du cycle de réplication de ces virus 
en général et, particulièrement, sur les différences dans les pathologies, les tropismes cellulaires et de 
voies d’endocytose utilisés par le MHV-3 fortement virulent et le MHV-A59 moins virulent.  Afin de 
déterminer le rôle de la particuliarité du virus MHV-3 à se fixer sur le TLR2 dans l’aggravation de 
l’hépatite, des infections in vivo chez des souris normales ou déficients pour le gène TLR2 et des 
infections in vitro dans des macrophages et des hépatocytes seront étudiés au niveau de l’expression 
des senseurs viraux (TLRs et hélicases), des cytokines, de l’interféron et des chimiokines. Cette revue 
permet d’établir les bases de cette étude et de mettre en lumière les travaux précédents menant aux 
hypothèses et problématiques présentées. 
Le second chapitre fera état des produits et méthodologies utilisés lors des différentes expériences in 
vitro et in vivo. En plus de l’utilisation de deux sérotypes de MHV différant dans leur virulence et 
hépatotropisme, des techniques de qRT-PCR et ELISA seront principalement utilisées pour quantifier 
les niveaux de transcription et de traduction des différents gènes cellulaires et viraux étudiés. 
L’utilisation de souris tlr2-/- et de petits ARNs interférants pour le TLR2 et le récepteur CEACAM1a 
seront aussi utilisés pour identifier les composantes inflammatoires activées ou inhibées par le TLR2. 
Des inhibiteurs de voies d’endocytose ou de signalisation intracellulaires seront aussi utilisés afin 





Les résultats de cette étude dans la pathogénicité et la virulence du L2-MHV-3 seront divisés en trois 
sections  du chapitre 3 selon le type d’expérience effectuée, soit des études comparatives d’infections 
in vivo chez des souris immunocompétentes C57BL/6 et des souris invalidées pour le gène tlr2 au 
niveau de la gravité de l’hépatite et des niveaux de transcription et de traduction des senseurs, des 
cytokines, de l’IFN et des chimiokines dans les foies de ces souris en relation avec les niveaux de 
réplication virale. Suivront les études d’infections in vitro sur des lignées de cellules macrophagiques 
J774A.1 et RAW264.7 et hépatocytaires FL83B qui mettront en évidence le rôle majeur du TLR2 
comme nouveau mécanisme d’échappement viral en favorisant la voie d’endocytose dépendant de la 
cavéoline/radeaux lipidiques au détriment de la voie d’endocytose dépendante de la clathrine, le 
protégeant des senseurs viraux et de l’IFN tout en aggravant la production de cytokines et de 
chimiokines.  
La discussion des résultats, selon les connaissances à ce jour et les résultats observés lors de cette 
étude, nous amènera à proposer que le L2-MHV-3, par sa fixation sur le TLR2 présent à la surface de 
différentes cellules hépatiques, telles les hépatocytes et les macrophages, induit une forte réponse en  
cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α, et chez les hépatocytes, en chimiokines CXCL1, CXCL10 et 
CCL2, tout en échappant à la détection par les TLRs endosomaux et les hélicases cytoplasmiques et 
par une faible réponse antivirale IFN de type I. Nos résultats démontrent l’exploitation du L2-MHV-3 
des radeaux lipidiques et de la voie endocytaire dépendante de la cavéoline, au contraire  du sérotype 
modérément virulent MHV-A59, via l’activation de la MAPK p38 suite à cette fixation sur le TLR2, 
augmentant simultanément la réplication virale et l’inflammation. Ces travaux sont la première 
démonstration d’un virus MHV exploitant un récepteur TLR  de surface pour échapper à la détection 
par les senseurs microbiens intracellulaires et favoriser sa réplication entraînant, en conséquence, 





















1.1. Le foie 
1.1.1. Structure et fonctions 
 
Le foie est l’organe le plus volumineux de l’organisme humain, représentant environ 1/50 de son 
poids total. L’architecture de cet organe est parmi les plus complexes et peut être divisée en cinq 
systèmes tissulaires, soient le système vasculaire, les lobules hépatiques et les hépatocytes, les 
cellules sinusoïdales, le système biliaire et le stroma. L’unité structurelle et fonctionnelle du foie est le 
lobule hépatique (Rappaport et al., 1954) qui est organisé en un arrangement hexagonal formé 
d’embranchements de 15 à 20 hépatocytes, délimité par des triades portales. Ces dernières 
comprennent une artériole hépatique, une veinule portale ainsi qu’un canal cholédoque (Figure 1-A). 
Le flux sanguin unidirectionnel du foie part de ces veinules portales en bordure vers la veine centrale 
lobulaire via les sinusoïdes (Figure 1-B) pour finalement rejoindre la circulation sanguine par la veine 
caudale (Ishibash et al., 2009; Nemeth et al., 2009).  
  
Figure 1 : Modélisation du lobule hépatique (A) et de son système vasculaire (B) (Modifiée 
de Hoehme et al., 2010). 
Le foie est au cœur de deux circulations sanguines, la circulation splanchnique-sinusoïdale-
systémique et la circulation entéro-hépatique. Le système réticuloendothélial (SRE) hépatique est le 
plus important de l’organisme (Ishibash et al., 2009) car il reçoit à la fois du sang oxygéné de la 





al., 2008). Conséquemment, tous les produits métaboliques de la digestion, tels que les substances 
sécrétées par le pancréas et la rate (Ishibash, et al., 2009), ainsi que les antigènes et produits 
microbiens de la flore intestinale, notamment le lipopolysaccharide (LPS) dérivé de la paroi de 
bactéries Gram négatives, de même que les antigènes de la circulation systémique transitent par le 
SRE hépatique (revue dans Zimmermann et al., 2012). Ces décharges sanguines se mélangent et 
passent au-travers du foie via de très fins vaisseaux caractéristiques, les sinusoïdes, où se trouvent  
plusieurs sous-populations de cellules autant lymphoïdes que myéloïdes impliquées dans la réponse 
immunitaire. Le foie contient des populations cellulaires particulières pouvant jouer le rôle de cellules 
présentatrices d’antigènes (CPAs)  (Crispe et al., 2009). Les cellules du système réticulo-endothélial, 
d’un diamètre d’environ 5 à 7 μm (MacPhee et al., 1995), sont le premier site d’élimination de débris 
et de microorganismes circulants (Gao et al.,  2008). La structure et vascularisation caractéristique du 
foie favorise donc les opportunités de contact et de reconnaissance d’antigènes immuno-actifs 
(Nemeth et al., 2009). L’hépatotropisme de certains microbes pathogènes est relié à l’emplacement 
physiologique et à la structure particulière du foie (Protzer et al., 2012).  
 
1.1.2. Les cellules hépatiques 
 
Le foie est composé de deux groupes de populations cellulaires, les cellules parenchymateuses 
constituées essentiellement par les hépatocytes, et les cellules non-parenchymateuses présentes 
dans les sinusoïdes. Ces cellules sinusoïdales se retrouvent à la surface et dans la lumière des 
sinusoïdes hépatiques et regroupent les cellules endothéliales (LSEC), les cellules de Kupffer (KC), les 










1.1.2.1. Les hépatocytes 
Les hépatocytes représentent à eux seuls 80% du volume hépatique et sont des éléments importants 
du métabolisme et des processus de détoxification de l’organisme. Ces cellules parenchymateuses 
synthétisent également des substances essentielles au bon fonctionnement d’autres organes du 
corps, tels les reins, le cœur et même le cerveau (Ishibash et al., 2009). Ces cellules jouent également 
un rôle prépondérant dans le contrôle systémique de l’immunité innée. En fait, les hépatocytes sont  
les principales cellules productrices de protéines de phase aiguë, de facteurs de croissance et de 
 
Figure 2 : Schéma d’un sinusoïde hépatique. Le flux sanguin unidirectionnel en provenance des 
circulations splanchniques-sinusoïdale-systémique (en rouge) et entéro-hépatique (en bleu) se mélange au 
niveau des sinusoïdes (en mauve) et sort du système réticulo-endothélial hépatique via la veine centrale tandis 
que le liquide biliaire (en vert) se dirige vers les canaux cholédoques parallèles dans le sens opposé. Les 
sinusoïdes sont bordées par les cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques (LSEC) étroitement liées aux 
cellules de Kupffer (KC) dans la lumière sinusoïdale. Celles-ci délimitent l’espace de Dissé (en rose) où sont 
situées les cellules d’Ito intercalées parmi les chaînes d’hépatocytes (Modifiée à partir de Frevert et al., 2005). 
 
cytokines circulantes (Nemeth et al.,  2009). Lors de la phase aiguë de la réponse inflammatoire, les 
cytokines pro-inflammatoires produites par le foie, telles que l’interleukine (IL-) 6, l’IL-1, le facteur de 
nécrose tumorale (TNF)-α et l’interféron (IFN)-γ, provoquent la sécrétion massive de complément et 
l’induction des récepteurs de reconnaissance des pathogènes, tels les récepteurs  de type Toll (TLR) 





immune innée locale et, parallèlement, la réponse systémique et/ou la phase aiguë de la réponse 
inflammatoire. Cette réponse rapide est caractérisée par des taux sanguins élevés de protéines de 
phase aiguë (PPA) produites massivement par les hépatocytes (Gabay & Kushner, 1999) comme la γ-
fibrinogène, la macroglobuline-α(2) et l’antichymotrypsine-α(1) (Bode et al., 2012). Les cytokines pro-
inflammatoires telles que les IL-6, IL-1 et TNF-α au niveau du foie induisent l’expression de protéines 
de phase aiguë (PPAs) par les hépatocytes (Quinton et al., 2009). L’infection ou l’altération des 
hépatocytes peut également induire la sécrétion de ces cytokines pro-inflammatoires et aussi des 
chimiokines, telles que les chimiokines possédant des motifs C-X-C (CXCL)1, CXCL5, CXCL8 et les 
chimiokines possédant des motifs C-C (CCL)2 (MCP-1) et CCL5 (Rowell et al., 1997), responsables du 
recrutement des neutrophiles, des cellules NK et des lymphocytes T (Saiman et Friedman, 2012). Les 
hépatocytes sont parmi les cellules hépatiques produisant les niveaux les plus importants de 
chimiokines (Wasmuth et al., 2010) et peuvent même exprimer de façon exclusive certaines 
chimiokines comme le CXCL10 (IP-10) suite à l’infection par le  virus de l’hépatite C humaine (VHC) 
(Harvey et al., 2003). De plus, l’augmentation de l’expression de ces chimiokines au niveau des 
hépatocytes se produit avant l’observation des dommages hépatiques et l’infiltration de cellules 
inflammatoires (Leifeld et al., 2003). 
  
1.1.2.2. Les cellules NK hépatiques 
Les cellules NK sont en plus forte quantité dans le foie que dans tout autre organe. Elles peuvent 
représenter jusqu’à 50% de la population lymphocytaire hépatique (Tu et al., 2007). Parmi la 
population de cellules NK hépatiques, il existe une sous-population adaptée au foie nommée les 
cellules Pit  (Wisse et al.,  1976). Ces cellules spécialisées, morphologiquement plus matures que les 
NK circulantes et définies comme de larges lymphocytes granulaires, sont intra-sinusoïdales et 
adhérentes aux LSEC et aux KC (Nakatani et al.,  2004).  
 
1.1.2.3. Les cellules dendritiques hépatiques 
Le foie contient des cellules dendritiques myéloïdes (mDC) et plasmacytoïdes (pDC), ces dernières 
étant présentes dans une proportion plus importante que dans les autres tissus lymphoïdes (Crispe et 





DCs CD8+ (O’Connell et al., 2000) et mêmes des cellules tueuses DC  (Pillarisetty et al., 2005). Les DC, 
découvertes en 1973 par Steinman et al. (1973), sont des CPAs dites professionnelles qui contrôlent 
l’équilibre entre l’immunité et la tolérance  (Doherty et al., 2001). Majoritairement localisées dans les 
zones de la triade portale et de la veine centrale du foie, les DCs hépatiques, caractérisées par 
l’absence ou la faible expression constitutive de molécules co-stimulatrices, sont beaucoup moins 
immunogènes induisant des réponses immunitaires moins intenses, quoique plus promptes à la 
phagocytose que les DCs d’autres tissus (Jomantaite et al., 2004).  
 
1.1.2.4. Les macrophages hépatiques : cellules de Kupffer  
Une des caractéristiques les plus remarquables du foie est son importante population de 
macrophages résidents nommés cellules de Kupffer. Elles représentent 15% des cellules du foie (Lloyd 
et al., 2008) et 80 à 90% de toutes les cellules de type macrophagique localisées dans les différents 
tissus de l’organisme (Wing et al.,  1998). En conditions normales, les niveaux de macrophages intra-
hépatiques restent constants grâce notamment à la repopulation par des précurseurs myéloïdes 
circulants dérivés de la moelle osseuse (revue dans Zimmermann et al., 2012). Quoique présentes 
dans les différentes régions du foie, les KCs varient selon l’emplacement hépatique quant à leur 
densité, leurs caractéristiques cytologiques et leur fonction (Sleyster et al., 1982).  
Ces cellules possèdent un grand répertoire de récepteurs de reconnaissance de pathogènes (PRRs) 
tels que les récepteurs SR-AI/AII, le récepteur au mannose, les récepteurs TLR et des récepteurs Fc-γ 
(revue dans Gao et al., 2008). Les KCs sont les plus importants phagocytes de particules insolubles du 
foie, notamment du LPS en provenance du tractus gastrointestinal et contribuent à l’endocytose de 
certaines macromolécules solubles. Les KC sont aussi des CPA dynamiques (MacPhee et al., 1992) qui 
produisent des quantités importantes de cytokines pro-inflammatoires telles que les IL-6, IL-1 et le 
TNF-α (Ishibash et al., 2009). De surcroît, les KCs sont situées dans la lumière des sinusoïdes, 
principalement dans la zone périportale (43%) (Kolios et al., 2006), de sorte qu’elles sont les 
premières cellules en contact avec les macromolécules du flux sanguin (Naito et al., 1997). En 
absence d’infection, elles sont responsables du maintien de l’intégrité du tissu hépatique en éliminant 
les cellules senescentes et en aidant au remodelage tissulaire suite aux lésions inflammatoires 
aseptiques qui ont pu se produire (Gordon et al., 1998). Les KCs contribuent également à 





comme l’IL-10 (Knolle et al., 1995) qui réduit l’activation des cellules T CD4+ par les KCs et les LSEC 
(Knolle et al., 1998). Ces effets sont également paracrines et modifient significativement la biologie 
des LSEC, ce qui démontre la proximité cruciale de ces cellules dans le maintien de l’homéostasie du 
foie (Knolle et al., 2000). 
 
1.1.2.5. Les cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques (LSEC) 
La paroi des sinusoïdes est bordée par les LSEC impliquées dans la filtration sanguine hépatique. Elles 
sont essentielles à la reconnaissance rapide et efficace des pathogènes circulants ainsi qu’à 
l’induction et au maintien de la tolérance immunitaire.  Les LSEC, d’environ 100 nm, sont dépourvues 
de membrane basale, environ 5-10% de leur surface est perforée de fenestrations et elles sont 
rassemblées en tamis cellulaire (Crispe et al., 2009; Parker et al., 2012). Cette architecture particulière 
du foie et de ses sinusoïdes permet aux cellules lymphocytaires circulantes d’interagir directement 
grâce aux tamis cellulaires (Braet et al., 2001), à la fois avec les LSEC, les KC intravasculaires, les 
cellules hépatiques étoilées (HSC) et les hépatocytes sous-jacents (Warren et al., 2006) et 
indirectement via des médiateurs solubles comme l’IL-10 relâché par les KC (Fraser et al., 1995).  
 
1.1.2.6. Les cellules étoilées hépatiques (HSC) 
Situé dans l’espace sous-endothélial (espace de Dissé) résident, les cellules étoilées hépatiques (HSC) 
sont impliquées dans le stockage de la vitamine A et la régulation du flot sanguin dans les sinusoïdes 
hépatiques (Crispe et al., 2009). Elles jouent aussi un rôle important dans le développement de la 
fibrose (Hendriks et al.,  1985). Exprimant également les molécules du complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) des classes I et II ainsi que le CD1d (CMH non-conventionnel), ces cellules 
peuvent être considérées comme des CPA, quoique des questions de contaminations possibles soient 
soulevées à ce sujet (Crispe et al.,  2009). 
 
1.1.3 Le foie et l’immunité innée 
Le foie est hautement enrichi de cellules et composantes du système immunitaire inné ce qui lui 





endothéliale (SRE) hépatique est composé de LSEC et de KC possédant de forte capacité d’endocytose 
dépendant des récepteurs impliqués (Smedsr et al.,  2004).  Le flux constant d’antigènes intestinaux, 
notamment ceux pouvant agir comme ligands de récepteurs TLR, crée un environnement de 
tolérance spécifique au foie en activant divers mécanismes de régulation afin d’éviter l’apparition 
d’une inflammation chronique indésirable (Tacke et al., 2009) et ce, tout en maintenant ses capacités 
à contrer des infections. Selon Raz et al., (2007), il existe plusieurs facteurs reliés aux TLR qui sont 
responsables de cet environnement immuno-privilégié, dont la tolérance croisée des TLR induite par 
la présence constante de ligands spécifiques dans les conditions normales (Abe et al., 2006), la 
présence de cytokines anti-inflammatoires, comme IL-10 et le facteur de croissance tumorale (TGF)-β 
(Ohtani et al., 2008) et les niveaux importants d’expression des régulateurs négatifs des TLRs (Liew et 
al., 2005) comme les molécules SHP (Yuk et al., 2011) et les enzymes de déubiquitination (Kondo et 
al., 2012). Cette immunotolérance est un phénomène actif, tel que démontré par le haut taux de 
réussite des allogreffes hépatiques (Calne et al., 1969). Néanmoins, certains pathogènes bien 
adaptés, tels le virus de l’hépatite C (Webster et al., 2009) et le parasite du paludisme (Balter et al.,  
2000), utilisent cette tolérance hépatique à leur avantage.  
 
1.2. L’hépatite aiguë 
 L’hépatite fulminante ou aiguë est définie comme une inflammation dérégulée et exagérée du foie, 
souvent caractérisée par la présence d’un excès de cellules inflammatoires recrutées, menant 
finalement à des dommages hépatiques importants. Plusieurs causes peuvent être responsables de 
dommages hépatiques aiguës chez l’homme dont la toxicité aiguë due à l’ingestion de dose élevée 
d’acétaminophène et les infections virales (les virus des hépatites A, B et E) (revue dans Zimmermann 
et al., 2012). Lors d’hépatite aiguë, l’amplification de la réponse inflammatoire induite par l’activation 
des TLR mène à la production excessive de cytokines inflammatoires, tel que l’IL-6 et le TNF-α ce qui 
peut contribuer activement à la pathologie (revue dans Parker et al., 2007). Il a été montré qu’au 
cours de l’infection par le VHC, la réponse immunitaire innée favorisait une forte augmentation d’IL-1, 
d’IL-6 et de TNF-α dans le foie, ce qui provoquait la libération de protéines de phase aiguë par les 
hépatocytes. Les niveaux d’IL-6 sériques corrélaient positivement avec la durée de l’infection virale et 
la charge virale (Oyanagi et al., 1999) puisque l’élimination virale était efficace lors de faibles niveaux 
d’IL-6 (Barrett et al., 2003). D’autre part, le TNF-α libéré lors de l’infection par le VHC augmentait les 





du TNF-α (Lio et al., 2003). Ces effets néfastes du TNF-α ont été démontré suite à des traitements par 
la ribavirine, un agent antiviral à large spectre, qui diminuaient la production de TNF-α par les cellules 
dendritiques infectées par le VHC alors que les dommages tissulaires étaient plus élevés chez des 
patients infectés non-traités (Barnes et al., 2004). Les niveaux hépatiques d’IL-8 étaient également 
très élevés lors de la réponse inflammatoire induite par le VHC. Les LSEC en seraient la source et 
provoqueraient un recrutement important de leucocytes dans le foie (Hoshida et al., 2005).  L’effet de 
l’activation des différents TLRs varie selon le type de cellule hépatique activée et l'agent microbien. 
Par ailleurs, plus d’une voie de signalisation peut être enclenchée lors de la stimulation d’un TLR en 
particulier (Wu et al., 2010).  
De plus en plus d’études démontrent que les KCs jouent un rôle central dans la pathogénèse des 
hépatites aiguës et seraient même responsables de l’initiation des cascades inflammatoires menant à 
la réponse immunitaire dérégulée responsable des dommages tissulaires (revue dans Zimmermann et 
al., 2012). Les KCs sont les principales cellules détectrices et phagocytaires des agents pathogènes 
circulants dans le foie (Yang et al., 2012). Elles expriment fortement tous les TLRs, sauf le TLR5, tel 
que détecté par la présence d’acide ribonucléique messager (ARNm) et par l’expression protéique des 
TLRs en surface et/ou dans les vésicules endosomales.  Ces TLRs sont stimulés par leurs ligands pour 
produire principalement les cytokines TNF-α, IL-6 et IL-12 (Wu et al., 2010). Ces cytokines 
inflammatoires initient une boucle d’amplification menant à l’aggravation de l’inflammation (Wu et 
al., 2010) qui est destinée à combattre l’infection mais qui peut, en absence de répresseurs de la 
réponse inflammatoire, aggraver la pathologie (Antoniades et al., 2008).  
Les neutrophiles et les monocytes/macrophages sont des populations cellulaires hépatiques 
essentielles à la réponse innée lors d’hépatites aiguës (Shi et al., 2011). Les monocytes et les 
neutrophiles sont massivement recrutés au niveau du foie notamment grâce à la sécrétion rapide de 
chimiokines par les KC telle que le CCL2 (MCP-1) (revue dans Zimmermann et al., 2012). De fait, 
l’induction de CCL2 est détectée dans les toutes premières heures (1 à 4 h) dans un modèle 
d’inflammation aiguë au tétrachlorure de carbone (CCl4) (Czaja et al., 1994). Le stress oxydatif 
déclenché par les monocytes inflammatoires Ly6chi et les neutrophiles recrutés, en coordination avec 
les KC présents, endommagent directement les hépatocytes en modifiant la composition de leurs 
protéines, de leurs lipides et de leurs acides nucléiques menant éventuellement à leur mort (Stauffer 





Quelques modèles expérimentaux d’hépatite aiguë existent dont des modèles chimiques utilisant la 
galactosamine couplé au LPS, la phytolectine concanavaline A (ConA) et l’acide désoxyribonucléique 
double-brin (ARNdb) synthétique polyinosique-polycytidylique (poly I : C) (Wu et al., 2010). Il existe 
également des modèles d’hépatites virales qui utilisent certains adénovirus humains (Liang et al., 
2013) et des virus associés aux adénovirus contenant de l’acide désoxyribonucléique (ADN) du virus 
de l’hépatite B (Tzeng et al., 2013). Ces modèles n'englobent pas la totalité des mécanismes 
pathogéniques et la complexité d’une infection virale naturelle, particulièrement lorsqu’il s’agit 
d’hépatites virales aiguës humaines. À cet effet, le modèle murin d’hépatite aiguë fulminante 
naturellement induite par le virus de l’hépatite virale murine (MHV), un coronavirus, est un modèle 
d’infection virale idéal  pour l’étude des mécanismes inflammatoires responsables de la fulminance 
de l’hépatite lors d’une infection dans son hôte naturel (Rose et Weiss, 2009).  
 
1.3. La réponse inflammatoire aiguë et la détection des pathogènes 
 
La réponse inflammatoire est la première ligne de défense contre les pathogènes. L’inflammation 
induite par la reconnaissance immédiate de ces agents et des dommages tissulaires qu’ils engendrent 
est essentiel dans l’induction des mécanismes d’élimination de l’infection et, si nécessaire, de 
l’induction de la réponse immune adaptative (Parker et al., 2007). La détection initiale des 
pathogènes se fait au niveau du tissu infecté grâce à des cellules phagocytaires pouvant aussi agir 
comme CPA, tels que les macrophages résidents et les cellules dendritiques. Les monocytes et 
neutrophiles circulants jouent également un rôle important dans le déclenchement de l’inflammation. 
Ces cellules inflammatoires reconnaissent des motifs moléculaires associés aux agents pathogènes 
(PAMPs) hautement conservés et partagés par plusieurs pathogènes (Janeway et al., 1989), tels que 
des glycoprotéines de surface et les acides nucléiques viraux, ainsi que les motifs moléculaires 
associés au danger (DAMPs) relâchés par les cellules lésées via leurs récepteurs de reconnaissance de 
motifs (PRRs) situés à la surface ou au niveau du cytosol. L’activation des PRRs par leurs ligands induit 
leur assemblage en complexes qui initient des cascades de signalisation menant à la production de 
cytokines pro-inflammatoires et de facteurs de recrutement de leucocytes. À cet effet, plusieurs 
modulateurs de la perméabilité vasculaire sont sécrétés afin d’augmenter le flux sanguin permettant 





drainant le lieu de l’infection. Finalement, les agents microbiens et les débris tissulaires détectés sont 
éliminés par les cellules phagocytaires qui sécrètent par la suite des facteurs modulant la réponse 
adaptative (revue dans Newton et al., 2012). 
 
1.3.1.  Les récepteurs de type Toll (TLR) 
1.3.1.1. La découverte des récepteurs TLRs 
La première démonstration d’une résistance à l’infection par l’induction de gènes antimicrobiens fut 
réalisée en 1996 par Lemaitre et ses collaborateurs. Ils ont relié l’induction du peptide antifongique 
drosomysine à l’activation d’un type de PRR : les récepteurs de type Toll (TLRs). L’importance de ce 
travail a par ailleurs été soulignée en 2011 par l’attribution du Prix Nobel en physiologie ou médecine 
à Jules Hoffmann, auteur sénior de cet article (Vogel, 2012).  
Les TLRs sont le résultat d’un long processus évolutionnaire qui a débuté avant même la séparation 
des plantes et animaux (Beutler et al., 2002). Le premier membre de la famille TLR, nommé Toll, 
découvert en 1996 chez la drosophile, a mené à la découverte de TLR chez l’homme (Medzhitov et al., 
1997). L’expression des TLRs chez les CPAs, tels que les macrophages et les cellules dendritiques, est 
essentielle à l’immunité innée et à l’apprêtement des antigènes pour la réponse adaptative (Iwasaki 
et al., 2004). Les TLRs sont des protéines transmembranaires de type I caractérisées par des domaines 
riches en leucine (LRR) responsables de la liaison aux ligands et un domaine récepteur Toll/IL-1 (TIR) 
responsables de l’induction de la cascade de signalisation (Takeuchi et al., 2010). Les TLR murins de 
surface (TLR1-TLR6/TLR2, TLR4, TLR5 et TLR11) détectent les PAMPs et les DAMPs du milieu 
extracellulaire tandis que les TLRs endosomaux (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 et TLR10) reconnaissent leur 
présence à l’intérieur de vésicules endosomales. Ces TLRs endosomaux détectent généralement la 
présence d’acides nucléiques microbiens, une stratégie globale adoptée par l’immunité innée pour 
contrer la capacité des virus à muter ses récepteurs de surface (revue dans Barton et al., 2009). Le 
TLR10 murin est rendu non-fonctionnel par l’insertion d’un rétrovirus et les TLRs-11/-12/-13 







1.3.1.2.  L’activation des TLRs 
L’activation de différents TLRs par leurs ligands spécifiques induit leur oligomérisation avec d’autres 
protéines de surface, ce qui permet le recrutement de protéines adaptatrices intracellulaires par le 
domaine d’interaction protéine-protéine TIR en carboxy-terminal. Par exemple, le TLR2 forme 
spontanément des hétérodimères avec le TLR1 ou le TLR6 au repos. Ces hétérodimères ne sont pas 
induits par la fixation au ligand. C’est plutôt, suite à leur fixation au ligand, qu’ils migrent vers les 
radeaux lipidiques où ils interagissent avec des protéines résidentes de ces microdomaines 
plasmidiques (Triantafilou et al., 2011). Dans le cas du TLR2, il s’agit des récepteurs éboueurs CD14 et 
CD36, qui augmentent sa capacité de détection de ligands (Yamamoto et al., 2010) comme les 
lipopeptides tri-acétylés ou di-acétylés (Takeuchi et al., 2010). La capacité des TLR2 et TLR4 à former 
des complexes avec plusieurs récepteurs au niveau des radeaux lipidiques de la membrane plasmique 
leur confère un large éventail de combinaisons de signalisation (Hajishengallis et al., 2006).  
Il existe présentement cinq molécules adaptatrices connues, menant à des cascades de signalisation 
précises : la protéine 88 de la réponse primaire de la différenciation myéloïde (MyD88) et la protéine 
adaptatrice contenant le domaine TIR (TIRAP) mènent à l’activation des voies pro-inflammatoires 
dépendant des MAPK (mitogen-activated protein kinase) et du NF-κB (nuclear factor κB) tandis que  la 
protéine adaptatrice reliée au TRIF (TRAM) et la protéine adaptatrice contenant le domaine TIR qui 
induit l’interféron (TRIF) activent les voies TBK1 (TANK-binding kinase 1) et IKKε (IκB kinase-ε) menant 
à la production de l’IFN-β. Les molécules TIRAP et TRAM sont considérées comme étant plutôt des 
molécules de triage permettant la distinction spatio-temporelle de la réponse innée (Barton et al., 
2009). L’unique molécule adaptatrice négative découverte à ce jour est la protéine stérile contenant 
les motifs- alpha et -armadillo (SARM) (O'Neill et al., 2007) qui interfère négativement avec les 
fonctions du TRIF (Carty et al., 2006). 
Quoique chaque TLR induit sa propre cascade de signalisation, tous les TLR activés, à l’exception du 
TLR3, recrutent la protéine adaptatrice MyD88 via leur domaine TIR intra-cytoplasmique, soit 
directement par une oligodimérisation homodimérique (TLR5, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11) ou  soit par 
combinaison avec la molécule de triage TIRAP (TLR1-TLR6/TLR2, TLR4) (revue dans Newton et al., 
2012). La cascade de signalisation immédiatement en aval du MyD88 est réalisée grâce à la formation 
d’un complexe de signalisation en motif à six hélices, nommé le MyDdosome, formé par l’interaction 





MyD88 permet le recrutement de la sérine/thréonine kinase associée au récepteur IL-1 (IRAK)-4 via 
leurs DD respectifs. Ce rapprochement des domaines kinases d’IRAK-4 permet son auto-
phosphorylation, nécessaire à la liaison et l’activation de IRAK-2/-1, ce qui forme le MyDdosomme 
complet composé de 6 MyD88 :4 IRAK-4 :4 IRAK-2/-1. Les protéines IRAKs recrutent par la suite des 
ligases polyubiquitinées tel que le facteur associé au récepteur du facteur de nécrose tumorale (TRAF) 
-6 qui active les kinases TAK1-TAB1/2/3 et IKKγ. Ces dernières sont essentielles à l’activation du 
facteur de transcription NF-κB tandis que seul le TAK1 est nécessaire à l’activation des kinases 
activées par les mitogènes (MAPKs) p38α et Janus (JNK). Le complexe de signalisation TAK1 migre 
dans le cytosol et recrute la MAPK kinase (MKK) 4 pour phosphoryler et activer la MAPK JNK tandis 
que la MAPK p38α est activée par les facteurs MKK3 et MKK6 qui sont associés à TRAF6.  
Les TLRs endosomaux se spécialisent dans la détection des virus via la reconnaissance d’acides 
nucléiques. Le TLR3 reconnaît l’ARN double-brin (Alexopoulou et al., 2001), les TLR-7 et TLR-8 se lient 
à l’ARN simple-brin (Diebold et al.,  2004), plus fréquemment retrouvé dans le cycle réplicatif viral, 
tandis que le TLR-9 reconnaît les motifs CpG déméthylés du génome bactérien (Hemmi et al., 2000) et 
de certains virus à ADN comme les herpèsvirus (Zucchini et al., 2008), les adénovirus et leurs vecteurs 
(Zhu et al., n2007) et les poxvirus (Samuelsson et al., 2008).   
L’activation du TLR3 et/ou du TLR4 endocyté permet le recrutement séquentiel de TRIF (Yamamoto et 
al., 2003), le complexe TRAF3-TBK1-IKKε (Hoebe et al., 2006) et du facteur 3 de régulation de 
l’interféron (IRF3), ce dernier pénétrant le noyau pour se fixer et activer le promoteur du gène de 
I’IFN-β (Takeuchi et al., 2010). La molécule TRIF peut également recruter le TRAF6 afin d’activer les 
voies MAPK et NF-κB  qui sont activés par les TLRs de surface et les TLRs -7/8 et -9 (Yang et al., 2012) 
via la protéine kinase 1 interactive avec le récepteur (RIP-1) (Meylan et al., 2004).  
Une seconde voie d’induction de l’IFN-β dépend des TLRs 7/8 et TLR9 via la molécule TRAF3 en vue de 
l’activation de l’IRF7 (Arpaia et al., 2011). Cette dernière voie semble être utilisée principalement par 
les cellules dendritiques plamacytoïdes (Barbalat et al.,  2011). L’induction du gène de l’IFN-β suite à 
l’activation par les TLRs se produit exclusivement au niveau endosomal (Kawai et al., 2006) et ceci est 
largement dû à l’ubiquitine ligase TRAF3 essentielle qui est retrouvée au niveau intracellulaire (Kagan 





Le TLR4 sert d’exemple pour la distinction spatiale de la nature des signaux puisque ce TLR peut 
activer les deux principales voies de signalisation selon sa localisation cellulaire (revue dans Barton et 
al., 2009) (Figure 3). L’activation du TLR-4 de surface par un ligand extracellulaire induit, dans un 
premier temps, une cascade de signalisation via la voie dépendante du MyD88/TIRAP menant à 
l’induction de la translocation du facteur de transcription NF-κB et des cytokines pro-inflammatoires. 
Par la suite, le TLR4 est internalisé et lié à des endolysosomes grâce à sa fixation à la molécule CD14 
et à la tyrosine kinase Syk, avant de permuter de molécules adaptatrices et induire la production 
d’IFN-α et -β (type I ) via la voie TRAM/TRIF comme le TLR3 (revue dans Barton et al., 2009). 
 
1.3.1.3.   Un nouveau rôle pour le TLR2 dans la détection virale  
Plusieurs études ont démontré que le TLR2, en plus de détecter des marqueurs de bactéries Gram-
positives via l’acide lipotéichoïque et les peptidoglycanes (Takeuchi et al., 1999), pourrait aussi agir  
 





comme détecteur viral. À cet effet, des virus à ARN comme le virus respiratoire syncytial (Murawski et 
al.,  2009) et le virus de la rougeole (Bieback et al., 2002) activent fortement la voie TLR2 chez les 
macrophages déclenchant la sécrétion de niveaux importants d’IL-6 et de TNF-α. Par ailleurs, la liaison 
du virus de la vaccine au TLR2 induit la production des IFNs de type I dans les monocytes 
inflammatoires et cette induction est dépendante de l’endocytose  (Barbalat et al., 2009) suggérant 
un mécanisme d’internalisation similaire au TLR4.  
 
1.3.2. Les PRRs cytosoliques – les hélicases 
En plus des TLRs à la surface cellulaire et à l’intérieur d’endosomes, la cellule possède des senseurs 
viraux cytosoliques. Les mieux étudiés des PRRs intracellulaires sont les hélicases semblables au gène 
1 inductible par l’acide rétinoïque (RIG-I), la protéine associée à la différenciation de mélanomes 5 
(MDA5) et plus récemment, le  LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology gene 2), dont l’activation 
mène à la production de cytokines inflammatoires et à la réponse IFN de type I. Ces récepteurs 
possèdent un domaine hélicase DExD/H-box (Satoh et al., 2010) et reconnaissent différents motifs 
d’acides nucléiques via leur domaine régulateur carboxy-terminal (Yoneyama & Fujita, 2008). Les 
récepteurs RIG-1 et MDA5 contiennent deux domaines de recrutement de caspases (CARD) en N-
terminal tandis que le LGP2 n’en contient aucun (Satoh et al., 2010). Le récepteur RIG-1 détecte 
l’ARNdb de moins de 1 kilobase (kb) et la présence d’un triphosphate en 5’ et amplifie la réponse IFN 
(Lu et al., 2010) tandis que le MDA5 reconnait l’ARNdb de plus de 2kb comme l’acide bicaténaire 
synthétique poly I :C (Kato et al., 2008). La liaison des acides nucléiques à ces récepteurs induit un 
changement de conformation (Jiang et al., 2011) permettant le recrutement de la molécule 
adaptatrice promoteur stimulatrice de l’IFN-β 1 (IPS-1) via son domaine CARD en N-terminal (Kawai et 
al., 2005) et, dans le cas du RIG-1, la protéine transmembranaire stimulatrice des gènes de l’IFN 
(STING), retrouvée au niveau du réticulum endoplasmique (Ishikawa et al., 2008) menant à 
l’activation des MAPKs et des facteurs de transcription IRF3, IRF7 et NF-κB (Satoh et al., 2010). Le 
LGP2, initialement considéré comme un régulateur négatif des récepteurs RIG-1 et MDA5 
(Rothenfusser et al., 2005; (Saito et al., 2007) serait plutôt un activateur de la réponse antivirale (Kato 
et al., 2008). 
Une deuxième famille de récepteurs cytosoliques a été récemment découverte. Les récepteurs NOD1 





essentiellement à la signalisation dépendant du NF-κB tandis que les protéines contenant un domaine 
liant les nucléotides et un domaine riche en leucine (NLR)P1, NLRP3 et NLRC4 sont connues pour leur 
aggrégation en complexes de signalisation nommée «inflammasomes» notamment observés dans le 
phénomène de «pyroptose», une forme très rapide de mort cellulaire. Les ligands précis de ces 
derniers ne sont toujours pas connus, mais il semblerait que les voies de signalisation activées par le 
stress seraient en cause (revue dans Newton et al., 2012). Finalement, de nouvelles recherches ont 
montré le rôle et l’importance d’autres hélicases DExD/H-box, comme DDX1, DDX21 et DHX36, qui 
induisent aussi la réponse IFN de type I suite à la détection d’ARNdb via la voie TRIF chez les mDCs 
(Zhang et al., 2011). 
 
1.3.2.1.  Gènes induits par l’activation des PRR. 
Tous les TLR activés, à l’exception du TLR3, recrutent la protéine adaptatrice MyD88 et activent les 
voies MAPKs, tels que ERK1/2, p38α, JNK1/2 et NF-κB (revue en Newton  & Dixit, 2012). La cascade de 
signalisation des ERKs mène à l’activation des facteurs de transcription CREB/ATF qui induisent des 
gènes comme le Ptgs2 produisant la cyclooxygenase 2 (COX2) impliquée dans l’inflammation et la 
sensation de douleur. La MAPK p38α est nécessaire pour l’activation des facteurs de transcription 
CREB et c/EBPb qui contribuent à l’induction et à la stabilité de l’ARNm des cytokines IL-1α, IL-6, IL-12, 
TNF-α et les chimiokines CXCL1 et CXCL2. Les MAPKs JNK modulent l’activation du facteur de 
transcription AP1, impliqué dans l’induction du TNF-α. La dégradation du IκB par le protéasome 
permet l’accumulation du NF-κB au niveau du noyau ce qui se traduit par l’induction de plusieurs 
gènes de substances pro-inflammatoires tels que les chimiokines CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1 et CXCL2 
ainsi que l’IL-6, le TNF-α et l’IFN-β. La voie de signalisation TRIF, empruntée par le TLR3 et le TLR4-
endocyté, mène également à l’activation du NF-κB et de l’IRF3, ce dernier induisant la réponse IFN de 
type I (Kawai & Akira, 2008). 
 
1.3.3-    L’IL-6  et  le TNF-α : marqueurs d’inflammation  
L’IL-6 est une cytokine pléiotropique dont la biologie est très complexe. Initialement définie comme 





démontrées (Gao, 2012). De fait, l’IL-6 est produite par plusieurs différents types de cellules (Choi et 
al., 1994), mais l’expression du récepteur à l’IL-6 (IL6-R) membranaire n’est observée que chez les 
hépatocytes et certaines sous-populations de leucocytes (Honda et al., 1992). Une fois activé par la 
liaison à l’IL-6, l’IL-6R s’associe à deux molécules de gp130, un récepteur membranaire omniprésent, 
ce qui initie la signalisation intracellulaire (Taga & Kishimoto, 1995). Par contre, l’IL-6 forme des 
complexes avec la forme soluble du récepteur (sIL6-R) retrouvée de façon courante et ces complexes 
[sIL-6R/IL-6] peuvent se lier au récepteur membranaire gp130 pour activer les cellules dépourvues 
d’IL-6R, un phénomène appelé la «trans-signalisation» (Peters et al., 1998). L’activation de la voie IL-6 
mène à la phosphorylation du facteur de transcription STAT3 (Heinrich et al., 1998) impliqué dans 
plusieurs voies de signalisation pro-inflammatoire (Taub, 2003) notamment comme activateur du NF-
κB (Lee et al., 2009) et des voies MAPK p38α et ERK (Jones et al., 2011), mais il  est également 
impliqué dans la survie cellulaire et la regénération hépatique (Wang et al., 2011). Au niveau du foie, 
l’IL-6 occupe une place d’autant plus majeure puisqu’elle est la cytokine qui induit la gamme la plus 
vaste de protéines de phase aiguë in vivo (Marinkovic et al., 1989).  
Le TNF-α est majoritairement produit par les macrophages et occupe plusieurs fonctions 
physiologiques très distinctes autant dans le développement embryonnaire et le cycle de réveil que 
dans la défense contre les infections microbiennes (revue dans Chu, 2013). Le TNF-α peut se lier à 
deux récepteurs, le TNFR1 et le TNFR2 qui peuvent être sous formes membranaire ou soluble. Le 
TNFR1 est exprimé de façon omniprésente et, suite à son activation, forme un complexe de 
signalisation menant à l’activation des facteurs NF-κB et des MAPK p38α et JNK (Peschon et al., 1998) 
qui induisent plusieurs autres cytokines inflammatoires ainsi que la sécrétion additionnelle de TNF-α 
(revue dans Chu, 2013). Le TNF-α sécrété par les KC activées déclenche la cascade des caspases 
menant à la formation de l’apoptosome et finalement à la mort cellulaire par apoptose (Tacke et al., 
2009). De façon concomitante, le TNF-α peut également induire la transcription de gènes de survie 
via l’activation du NF-κB (Karin et al., 2009). Les facteurs impliqués dans l’équilibre entre l’activation 
de voies pro-survie et pro-apoptotique lors de l’inflammation aiguë sont encore mal compris (Malhi et 







1.3.4.  La réponse interféron (IFN) de type I lors d’infections virales 
Les IFN sont des cytokines pléiotropiques dont les rôles dans l’immunité innée antivirale sont 
essentiels. Chez l’homme, les interférons de type I sont composés de 12 sous-types d’IFN-α, d’IFN-β 
et d’IFN-ω. L’IFN-γ est l’unique membre de l’IFN de type II (Stark et al., 1998). Une troisième classe 
d’IFNs, ou molécules Interferon-like (Pestka et al., 2004) a été découverte, les IFN-λ1, -λ2 et –λ3 
également nommés IL-29, IL-28A et IL-28B respectivement (Kotenko et al., 2003). 
La réponse IFN de type I sert à coordonner la réponse inflammatoire suite à une infection virale afin 
de limiter l’infection et réduire la propagation virale (Horner & Gale, 2009). Tous les IFN de type I 
induisent une signalisation anti-virale de façon autocrine et paracrine via le même récepteur (IFNAR) 
situé à la surface cellulaire. La fixation des IFN de type I à ce récepteur active un grand nombre de 
gènes regroupés sous le terme de gènes stimulés par l’interféron (ISGs), comme les gènes pour les 
ARNse L et Mx (Stark et al., 1998). Cette action du couple IFN/IFNAR passe par l’activation de la MAPK 
JNK,  ce qui mène à l’activation des voies STAT et finalement à l’induction des ISGs (Horner & Gale, 
2009). Ces gènes vont produire des molécules capables de créer un environnement antiviral au site 
d’infection (de Veer et al., 2001). La réponse IFN module, dans un deuxième temps, la réponse 
adaptative en dirigeant la réponse de cellules T cytotoxiques et en activant des cellules NK (Stetson &  
Medzhitov, 2006). L’importance de la réponse IFN de type I dans la défense face aux infections virales 
a été clairement démontrée par la forte susceptibilité aux infections virales des souris ayant des IFNR 
défectueux (Muller et al., 1994). 
 
1.4. Les voies d’endocytose : entrée des virus et détection par les PRRs 
1.4.1. Attachement à la cellule-hôte 
Plusieurs virus, comme le virus du syndrome respiratoire aiguë sévère (SRAS), un coronavirus humain, 
initialement caractérisé comme pénétrant les cellules par fusion, sont maintenant connus pour leur 
entrée via des mécanismes d’endocytose (Wang et al., 2008). L’endocytose est en fait la voie d’entrée 
la plus exploitée par les virus (Sieczkarski & Whittaker, 2002). Ces voies impliquent un grand nombre 
de protéines pour pénétrer les cellules animales de façon efficace. Elles présentent plusieurs 





cytoplasmiques servant alors de protection contre les diverses molécules de détection 
intracytoplasmiques en plus de permettre la pénétration profonde et le transport de la particule 
virale au niveau des différents organelles cellulaires (Mercer et al., 2010) avant le relargage du 
matériel génomique dans le cytosol (Marsh & Bron, 1997).  
La première étape de l’infection virale est l’attachement à la cellule hôte. Ceci se fait grâce à des 
interactions spécifiques et multivalentes avec plusieurs récepteurs cellulaires, qui peuvent être des 
protéines, des lipides ou des carbohydrates. Ces récepteurs cellulaires peuvent aussi être des facteurs 
d’attachement, tels que l’héparane sulfate et les acides sialiques, qui retiennent le virion de sorte à 
favoriser subséquemment sa liaison avec les récepteurs viraux spécifiques. Ces récepteurs spécifiques 
jouent un rôle plus actif dans la progression de l’infection, notamment comme inducteurs de voies de 
signalisation et déclencheurs de changements de conformation des protéines virales initiant 
l’induction des mécanismes d’endocytose. Quoique de nature très différente, il est souvent difficile 
de différencier entre les divers types de liaisons nécessaires à l’infection virale. Un exemple de ce 
phénomène est le VHC qui passe par plusieurs facteurs d’attachement présents sur les hépatocytes 
tels que des glycosaminoglycanes, le récepteur de lipoprotéine de faible densité, le récepteur  
éboueur (scavenger) de classe B type I, le CD81 et la claudine-1 avant son internalisation (Helle & 
Dubuisson, 2008). Ces fixations induisent l’agglomération de récepteurs, et ainsi, le recrutement de 
micro-domaines lipidiques menant à l’activation de voies de signalisation cellulaires qui déclenchent 
les mécanismes d’endocytose cellulaire en cause, de sorte à internaliser le ligand détecté. À cette 
étape, la membrane plasmique s’invagine au lieu d’attachement de façon à accommoder la forme 
sphérique de la particule virale. La vésicule se détache finalement de la membrane plasmique grâce à 
des facteurs de scission comme la dynamine-2 (revue dans Mercer et al., 2010). 
L’entrée par endocytose est avantageuse pour l’infection virale vu l’absence d’éléments viraux à la 
surface ou dans le cytosol cellulaire, ce qui retarde la détection du virus par les senseurs cellulaires 
(Mercer et al., 2010). En fait, plusieurs virus tels que le virus de l’herpès simplex de types 1 et 2 
(Nicola et al., 2003) et le VIH (Miyauchi et al., 2009), qui peuvent entrer par fusion membranaire 
directe, favorisent l’entrée par endocytose.  
Les particules virales ainsi internalisées à l'intérieur de vésicules cytosoliques suivent les mêmes voies 
de transport cellulaire et de traitements que celles du réseau physiologique impliquées dans la 





organelles en évolution sont catégorisées en différentes classes selon leur emplacement dans la 
cascade endosomale : les endosomes précoces (EEs), les endosomes en maturation (MEs) ou les 
endosomes de recyclage (REs), les endosomes tardifs (LEs) et finalement, les lysosomes (Rink et al., 
2005; Luzio et al., 2007). Plusieurs facteurs déterminent le cheminement du ligand internalisé dont 
les protéines Rab (Ras-related in brain) retrouvées dans les différents microdomaines de la 
membrane des EEs (van Meel & Klumperman, 2008). Les EEs peuvent se diriger vers la membrane 
plasmique (Rab4), devenir des LEs (Rab7) des REs (Rab22) ou se diriger vers le réseau du trans-Golgi 
(Rab9). Les facteurs régulant ces voies de maturations sont tous interdépendants de sorte que la 
perturbation d’un seul élément, comme l’inhibition de l’acidification endosomale, induit la 
dérégulation de toute la cascade  (revue dans Mercer  et al., 2010). 
Cette succession en étapes est importante dans l’étude des mécanismes de l’entrée virale, 
notamment en présence d’inhibiteurs chimiques spécifiques aux différentes étapes de chacune des 
voies d’endocytose. Par exemple, l’usage de bases lysosomotropiques faibles telle que la chloroquine, 
qui inhibe l’acidification finale de l’endosome, permet d’identifier le besoin d’un faible pH pour 
l’infection virale. Des produits diminuant ou séquestrant le cholestérol sont également utilisés pour 
vérifier l’entrée par la voie endosomale dépendente de la cavéoline/radeau lipidique (Mercer et al., 
2010). L’inhibiteur chimique le plus fréquemment utilisé de cette voie d’endocytose, le méthyl-β-
cyclodextrane, peut cependant affecter négativement la voie endosomale dépendante de la clathrine 
(Subtil et al., 1999; Rodal et al., 1999). En revanche, le nystatin, un agent chimique qui lie le 
cholestérol, est beaucoup moins cytotoxique et a une activité inhibitrice beaucoup plus spécifique à 
cette voie endosomale (revue dans Mercer et al., 2010). 
 
1.4.2  Les mécanismes d’endocytose utilisés par les virus 
Les mécanismes d’endocytose les plus étudiés sont l’endocytose dépendante de la clathrine (CME), 
l’endocytose dépendante de la cavéoline/radeau lipidique et la macropinocytose. Ces deux premières 
voies sont dépendantes de la dynamine-2 tandis que le facteur de scission impliqué dans la 
macropinocytose n’est pas encore identifié. Par ailleurs, il existe plusieurs autres mécanismes 





actuellement d’études, mais dont les mécanismes sont moins bien élucidés (revue dans Mercer et al., 
2010). 
Quoique certains virus ne fassent qu’exploiter les activités endosomales physiologiques de la cellule, 
plusieurs virus tels que le SV40 (Pelkmans et al., 2005), le virus de la vaccine (Mercer & Helenius, 
2008) et le virus de la stomatite vésiculaire (Johannsdottir et al., 2009) induisent par eux-mêmes leur 
internalisation par les voies d’endocytose dépendantes de la cavéoline/radeau lipidique, de la 
macropinocytose et de la CME, respectivement. Certains virus n’exploitent qu’une seule voie 
d’endocytose alors que d’autres utilisent plus d’une voie pour infecter leurs cellules-cibles. De plus, le 
choix des voies d’endocytose peut varier selon la cellule infectée pour un même virus (revue dans 
Mercer et al., 2010). 
 
1.4.2.1.  Endocytose dépendante de la clathrine (CME) 
En 1980, le virus de la forêt Semliki fût le premier virus identifié pénétrant sa cellule cible par la CME 
(Helenius et al., 1980), la voie la plus communément utilisée par les infections virales. La voie de la 
CME permet un transit très rapide vers les milieux endosomaux acides nécessaires à la fusion 
membranaire de certains virus enveloppés comme le virus de l’influenza. Dans ce cas, la particule 
virale pénètre la cellule hôte par la voie CME et se rend au stade EE en moins de 2 minutes et atteint 
les lysosomes 30 à 60 minutes post-infection (Lakadamyali et al., 2006).  
L’entrée par la CME se fait au niveau des régions plus denses de la membrane plasmique, regroupant 
plusieurs molécules de clathrine : les clathrin-coated pits (CCPs). Ces régions de composition 
hétérogène peuvent être présentes de façon constitutive ou induite par le ligand (revue dans Mercer 
et al., 2010). Ceci est particulièrement vrai pour l’infection par le virus de l’influenza où ce dernier 
induit la synthèse de novo de 94% des CCPs retrouvés (Rust et al., 2004).  
La chlorpromazine, un inhibiteur cationique amphiphilique fréquemment utilisé pour inhiber 
l’endocytose dépendante de la clathrine, perturbe l’assemblage coordonné des molécules de 
clathrine via la sous-unité AP-2, de façon à empêcher la formation de CCPs à la surface cellulaire 






1.4.2.2.  Endocytose par la voie cavéolaire/radeau lipidique  
Cette voie d’endocytose est dépendante d’un récepteur et s’effectue au niveau de microdomaines 
riches en radeaux lipidiques de tailles variables (Mayor et al., 2006), modèle de membrane plasmique 
initialement proposé en 1988 (Simons & van Meer, 1988). Ces radeaux lipidiques sont enrichis de 
cholestérol et de sphingolipides qui modulent la fluidité membranaire permettant ainsi 
l’agglomération de récepteurs et de molécules de signalisation (revue dans Mercer et al., 2010). De 
fait, l’inhibition de cette voie est réalisée par la séquestration du cholestérol à l’aide de composés 
liant les stérols tel que le nystatin (Sieczkarski & Whittaker, 2002). Un exemple probant de ce 
déplacement intramembranaire essentiel à l’infection est la fixation du coronavirus humain 229E au 
CD13 retrouvé dans les microdomaines résistants au détergent Triton X-100. Cette première fixation 
mène à l’agglomération de plusieurs molécules de CD13 additionnelles dont la migration vers des 
régions cavéolaires est dépendante du cholestérol et ce, avant l’entrée du virus (Nomura et al., 2004).  
L’internalisation des particules virales par cette voie mène les EEs aux LEs qui se dirigent vers le 
réticulum endoplasmique afin d’exploiter les voies de dégradations protéiques pour le relargage du 
génome viral dans le cytosol. L’infection par cette voie est dépendante de la dynamine-2  (Pelkmans 
et al., 2002) et peut prendre de 6 à 12 heures selon le virus et le type de cellule infectée (Schelhaas et 
al., 2007). Des études démontrent que certains virus, dont le SV40 et le virus du SRAS, peuvent 
infecter des cellules par la voie d’endocytose classique cavéolaire (CAV1)/radeau lipidique mais 
également par des voies radeaux lipidiques indépendantes du  CAV1 (Kirkham et al., 2005; Eash et al., 
2006; Wang et al., 2008), ce qui démontre la complexité et la malléabilité des voies d’endocytose 
utilisées. 
 
1.4.2.3.  La macropinocytose 
Sous des conditions physiologiques, la macropinocytose est une voie d’endocytose dépendante de 
l’actine, qui est activée par des facteurs de croissance permettant l’internalisation de volumes 
importants de liquides et de membranes extracellulaires (revue dans Mercer et al., 2010). Cette voie 
d’entrée est unique dans la mesure où elle nécessite le frémissement de toute la membrane 
plasmique cellulaire (Watts & Marsch, 1992). Plusieurs autres ligands peuvent être internalisés par 





du genre Salmonella (Francis et al., 1993) et les particules virales de picornavirus (Liberali et al., 
2008). De fait, plusieurs virus de familles virales très différentes comme l’adénovirus de type B 
humain, le VIH (Kerr et Teasdale, 2009) et le virus de l’herpès associé au sarcome de Kaposi (Raghu et 
al. 2009)  utilisent la macropinocytose comme mode d’infection. Cette voie présente plusieurs 
avantages dont la capacité d’internalisation des particules virales de taille importante, l’acidification 
des macropinosomes qui est nécessaire pour l’activation des virus dont l’infectivité est dépendante 
du pH et comme mécanisme additionnel ou alternatif d’entrée virale dans la cellule à infecter (revue 
dans Mercer et al., 2010). 
1.5. Les coronavirus 
1.5.1-  Historique  
L’épidémie du syndrome respiratoire aiguë et sévère (SRAS) de 2002-2003, qui s’est propagée sur 
quatre continents infectant quelques 8096 individus et menant à la mort de 774 personnes (Drosten 
et al., 2003), a mis en lumière l’importance des coronavirus pour la santé humaine. Depuis la 
découverte du premier coronavirus en 1932, le virus de la bronchite infectieuse ou IBV (Hudson & 
Beaudette, 1932), plusieurs coronavirus ont été identifiés chez plusieurs espèces animales et aviaires, 
dont le MHV en 1949 (Cheever et al., 1949). Dans les années 1960s, la forme caractéristique en 
couronne des coronavirus a été mise en évidence par la coloration négative en microscopie 
électronique (Almeida et al., 1968). La dénomination Coronavirus (« corona », mot latin signifiant 
auréole) a été adoptée pour la première fois en 1968 (Tyrrell et al., 1968). La visualisation de cette 
structure en couronne a permis de démontrer que les infections dues à des coronavirus étaient 
présentes chez plusieurs espèces animales et aviaires et étaient responsables de différentes maladies, 
tels des troubles gastro-intestinaux, respiratoires, hépatiques et/ou neurologiques (revue dans Baker 
et al., 2009). Chez l’homme, plusieurs souches de coronavirus (HCoV) infectieux ont été isolées, telles 
que les souches HCoV-229E et HCoV-OC43 qui ont ensuite été reliées à près de 30% des cas de 
rhumes et gastroentérites (revue dans Baker et al., 2009).  
 
1.5.2-  Classification des coronavirus 
Depuis la dernière décennie, les études phylogénétiques des coronavirus a substantiellement 





de nouvelles espèces. Actuellement, les sous-familles Coronavirinae et Torovirinae forment la famille 
des Coronaviridae qui est incluse dans l’ordre des Nidovirales, avec les familles Arteriviridae et 
Roniviridae. Les Nidovirales se caractérisent par la production d’un ensemble d’ARNm sous 
génomiques nichés en 3’ (revue dans Belouzard et al., 2012). Les Coronavirinae sont maintenant 
classifiés en quatre genres, soient les alpha-, bêta-, gamma- et delta-coronavirus selon la nature 
phylogénétique du génome viral (de Groot et al., 2011). De plus, le genre bêta est subdivisé en sous-
genres 2a, 2b et des nouveaux sous-genres 2c et 2d ont été proposés tandis que les sous-genres 3b et 
3c du genre gamma ont également été récemment proposés (Woo et al., 2007, 2009).  
Les coronavirus des groupes alpha et bêta sont des virus infectant les mammifères tandis que les 
virus du groupe gamma, tels que le virus de la bronchite infectieuse du poulet (IBV) et le coronavirus 
de dinde (TCoV), infectent surtout les espèces aviaires (Guy et al., 1997).  Le coronavirus humain 
HCoV-229E, les coronavirus porcins TGEV et PRCoV, sont responsables de maladies gastroentériques 
ou respiratoires. Les coronavirus félin (FCoV) et canin (CCoV) font partie du groupe des 
alphacoronavirus. Le MHV, les coronavirus humains HCoV-OC43 et SARS-HCoV (Eickmann et al., 
2003), les coronavirus de rats (RCoV) et bovins (BCoV) font tous partis du groupe bêta (Pedersen et 
al., 1978) qui se caractérise par une protéine nonstructurale 1 (nsp1) unique en taille et en séquence 
(revue dans King et al., 2011). Depuis plus de 50 ans, le seul membre du groupe gamma des 
coronavirus était le IBV. À ce virus s’est ajouté le coronavirus de dinde et de nouveaux virus aviaires 
mais aussi des virus tels que le SW1 infectant les bélugas (Mihindukulasuriya et al., 2008). Les 
coronavirus du groupe delta peuvent infecter les espèces aviaires, porcines ainsi que félines. De fait, 
sept nouveaux coronavirus infectant des espèces porcines ou aviaires ont été découverts tout 
récemment  (Woo et al., 2012).   
Comme tous les virus à ARN, les coronavirus existent «en ensembles de génotypes similaires», ou de 
quasi-espèces  (revue dans Denison et al., 2011), dû à des taux élevés de recombinaison (Lai et al., 
1992). Cette diversité, particulièrement considérable, s’explique par la taille importante de leur 
génome, par l’infidélité de leur ARN polymérase ARN dépendante responsable de taux de mutations 
allant jusqu’à 1/1000 nucléotides répliqués et  par leur mécanisme de réplication unique faisant appel 
à la permutation aléatoire de cadres de lecture (revue dans Denison et al., 2011). Ces facteurs de 
plasticité virale, menant à des fréquences de recombinaison allant jusqu’à 25% du génome viral  





rapidement à de nouveaux hôtes et de nouvelles niches écologiques, menant à des sauts inter-
espèces responsables d’éruptions zoonotiques (Woo et al., 2006), tel qu’illustré par la récente 
épidémie du SRAS. Dans cet exemple, l’hôte réservoir du virus, des chiroptères de la famille des 
rhinolophidés portant le virus bat-SARS-CoV, aurait transmis l’infection à des civettes palmistes à 
masque et à des chiens viverrins rôdant les marchés extérieurs chinois avant de finalement être 
transmis à l’homme (revue dans Baker et al., 2009). L’existence de réservoirs animal de coronavirus et 
leur facilité d’adaptation représentent des risques considérables pour la santé humaine, d’où le 
besoin d’approfondir les connaissances sur les processus pathogéniques des maladies causées par les 
coronavirus. 
1.5.3-  Le coronavirus de l’hépatite murine (MHV) 
Le virus de l’hépatite murine, découvert par Almeida et Tyrrell (1967), est un excellent modèle 
d’infection virale utilisé pour l’étude des désordres neurologiques et hépatiques humains. Depuis, 
plusieurs sérotypes ont été identifiés, variant entre eux selon leurs tropismes et leur niveau de 
virulence, tels que les MHV-Y et MHV-R1 causant des entérites, et les MHV-2, -3, -A59 et -JHM (MHV-
4) responsables de troubles neurologiques et/ou hépatiques (Compton et al., 1993; Dubois-Dalq et 
al., 1982; Stohlman et al., 1998).  
Le MHV-3 est le variant le plus virulent, induisant une hépatite fulminante menant à la mort des 
souris, dans la plupart des lignées, de 3 à 5 jours suivant l’infection (Le Prévost et al., 1975). Les souris 
des lignées A2G et C3H sont considérées comme semi-susceptibles à l’infection par le MHV-3 car 
l’infection devient persistante et mène plutôt à des désordres neurologiques chroniques (Virelizier et 
al., 1975). 
 
1.5.3.1-  Structure du virus MHV 
Le MHV possède un génome à ARN simple brin (ARNsb) de polarité positive formé de 31 526 bases et 
imbriqué dans une nucléocapside (protéine N) hélicoïdale d’environ 100nm de diamètre. Ce 
complexe nucléoprotéique est enveloppé d’une membrane lipidique particulièrement épaisse (7.8 
nm comparativement à 4 nm pour une membrane biologique typique) dérivée de la cellule hôte 





protéine polyglycosylée de surface (S), la glycoprotéine de la membrane (M), la protéine d’enveloppe 
(E), ainsi que la glycoprotéine hémaglutinine estérase (HE) chez certains sérotypes (Figure 4). Les 
virions de MHV sont formés d’un ratio stoechiométrique des protéines N, M et HE de 1 : 2,6 : 0,4.  
 
 
Figure 4 :  Structure de la particule virale du MHV (Phillips & Weiss, 2011). (S= protéine de surface; 
E= protéine d’enveloppe; HE= hémagglutine-estérase; M= protéine de matrice; N=nucléoprotéine). 
 
1.5.3.2-  Le génome du virus MHV  
L’ARN génomique du MHV est linéaire, unimoléculaire, poly-adénylé en 3’ et coiffé en 5’. Cet ARN 
poly-cistronique sert d’ARN messager (ARNm) fonctionnel infectieux et pouvant être directement 
traduit (Lomniczi et al., 1977). Encadré de séquences non-traduites (UTRs) de 200 à 600 nucléotides, 
ce génome viral possède une séquence d’initiation à son extrémité 5’ d’environ 65 à 98 nucléotides, 
également présente sur les sept ARNm sous-génomiques emboîtés  (revue dans King et al., 2011). Le 
génome du MHV possède 11 cadres de lectures ouverts (ORFs) (Figure 5). Le premier gène en 5’ est 





King et al., 2011). Ce gène code pour toutes les protéines de réplication et de transcription, dont la 
polymérase virale et les protéines non-structurales (nsp) (Denison et al., 2011).  
Les protéines nsp sont issues de la transformation des polyprotéines pp1a et pp1ab par l’activité 
protéinasique des nsp3 (PLP1 et PLP2) et de la nsp5 Mpro (Lu et al., 1995). Chez la plupart des 
coronavirus, dont le MHV et le SRAS-CoV, ces transformations mènent à la production de 16 nsps 
(Gorbalenya et al., 1989) qui s’associent au complexe de réplication intracytoplasmique (Shi et al., 
1999). Les nsps 4 à 16 ont des activités enzymatiques indispensables à la synthèse des ARN viraux  
(Denison et al., 2011) telle que l’activité exoribonucléique (ExoN) de la nsp14 responsable des 
corrections de lecture essentielles au maintien de l’intégrité d’un si gros génome à ARN (Snijder et al., 
2003) et potentiellement à l’évasion immunitaire en ciblant les ARNm et les microARN cellulaires 
(Peng et al., 2010). À ce jour, seule la nsp2 du MHV et du SRAS-CoV et la partie C-terminale de la nsp1 
du MHV sont considérées non-essentielles à la réplication virale, quoique celle-ci s’effectue de façon 
beaucoup moins efficace in vitro et in vivo en leur absence (Graham et al., 2005).  
 





Les protéines de structures sont codées par différents cadres de lecture (gènes 2 à 9) situés en aval du 
gène 1 et disposés selon une séquence déterminée identique pour tous les coronavirus (HE–S–E–M–
N) (Spaan et al., 1988). Des protéines dites accessoires qui varient beaucoup en nombre, en séquence 
et en mode d’expression selon les différents MHV sont intercalées entre les gènes de structure (Lai et 
al., 1997). 
 1.5.3.3- Les protéines de structure du MHV 
La phosphoprotéine N est responsable de l’encapsidation de l’ARN viral génomique formant ainsi des 
complexes ribonucléoprotéiques correspondant à la nucléocapside virale. Cette protéine de 50 à 60 
kd est formée de trois domaines semi-conservés intercalés d’éléments hypervariables. Les deux 
premiers domaines conservés servent à la liaison avec l’ARN, notamment à la séquence 5’UTR de 
l’ARN génomique viral  (Masters et al., 1992) et le troisième domaine conservé est responsable de la 
liaison avec la protéine M pour l’assemblage des virions infectieux (Sturman et al., 1980). Par ailleurs, 
la protéine N semblerait jouer le rôle de protéine chaperone dans la synthèse de l’ARN viral et dans la 
traduction (Compton et al., 1987) et serait aussi un antagoniste des IFN de type I (revue dans Baker et 
al., 2009; revue dans King et al., 2011). 
Il y environ 80 exemplaires trimériques de la protéine de surface (S) sur chaque virion de MHV 
(Neuman et al., 2006) formant ainsi l’aspect en couronne du virus tel qu’observé en microscopie 
électronique. Cette protéine trimérique est formée de monomères assemblés au niveau du complexe 
réticulum endoplasmique-Golgi des cellules infectées (Opstelten et al., 1993). Elle est également le 
facteur principal de la détermination du tropisme et de la réponse humorale anti-virale (Perlman & 
Netland, 2009). 
La glycoprotéine M, la plus abondante du virion, est une protéine de surface membranaire de type III 
d’environ 200 à 250 acides aminés pourvue de trois domaines trans-membranaires NexoCendo (revue 
dans King et al., 2011), un ectodomaine glycosylé en position N-terminale d’environ 20 acides aminés 
et une longue partie interne en position C-terminale formée d’une région amphilique suivie d’une 
queue hydrophilique responsable des interactions avec la nucléocapside (revue dans Baker et al., 
2009; revue dans King et al., 2011). Chez le MHV, la protéine M se retrouve également dans la 





La protéine pentamérique E, ancrée dans la membrane via une séquence spécifique en position N-
terminale (Cavanagh & Britton, 2009), n’est que très peu présente dans la membrane du virion, 
environ 20 copies par particule virale, mais joue un rôle prédominant dans l’assemblage des virions, 
possiblement en agissant comme canal ionique ou comme une viroporine (revue dans Baker et al., 
2009; revue dans King et al., 2011). Cette petite protéine d’environ 9 à 12 kd est essentielle, tout 
comme la protéine M, à l’exocytose des virions nouvellement formés (Routledge et al., 1991).  
La protéine de surface hémagglutinine-estérase (HE) est une glycoprotéine homo-dimérique de type I 
médiant l’attachement réversible des virions aux acides sialiques O-acétylés en agissant à la fois 
comme lectine et sialate-O-acétylestérase (Yokomori et al., 1989). Elle est retrouvée chez certains 
coronavirus bêta quoique sa présence soit très variable et qu’elle subit fréquemment des mutations 
et même des délétions lors d’un nombre élevé de passages in vitro, démontrant son rôle secondaire 
dans la réplication virale (Yokomori et al., 1991, 1992). Le gène de l’HE a été acquis par 
recombinaison lors de co-infections avec d’autres virus, tel que suggéré par une similarité de l’ordre 
de 30% des séquences d’acides aminées de la HE des coronavirus avec celles de l’hémagglutinine (HA) 
du virus de l’influenza C (Luytjes et al., 1988). 
 
1.5.4-  Le cycle de réplication des virus MHV 
1.5.4.1-  La molécule CEACAM1 : le récepteur des virus MHV 
Pour les différents sérotypes de MHV, la fixation et la fusion entre la membrane virale et la 
membrane cellulaire se font via la protéine S (Williams et al., 1991) et la molécule CEACAM1a 
(carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule 1) (Dveksler et al., 1991). La molécule CEACAM1 est 
membre de la superfamille de protéines CEA, des protéines de type immunoglobulines possédant un 
domaine extracellulaire formé de quatre boucles en position N-terminale auxquelles la protéine S du 
MHV peut se lier (Dveksler et al., 1993). Son domaine trans-membranaire permet l’ancrage à la 
membrane cellulaire grâce à une protéine hydrophobique constituée de glycosylphosphatidylinositol, 
un « GPI-anchor » (Kuespert et al., 2006). La queue intra-cytoplasmique de la molécule CEACAM1 est 
soit longue (71-73 aa; CC1-L) ou courte (10-12 aa; CC1-S) et plusieurs variants d’épissage alternatif de 
chaque isoforme existent (Kuespert et al., 2006). La molécule CEACAM1 est normalement impliquée 





cellulaire (Öbrink et al., 1997). Chez la souris, le gène Ceacam1 contient neuf exons dont l’épissage 
alternatif détermine le rôle physiologique (Chen et al., 2009).  
La forme longue de la molécule CECAM1a, la CC1-L, possède des motifs inhibiteurs de tyrosine ITIMs 
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) qui, une fois activés, recrutent les tyrosines 
phosphatases homologue à l’oncogène Src (SHP)-1 et SHP-2  à la membrane où elles effectuent leur 
activités inhibitrices sur plusieurs voies de signalisation.  La forme courte de la molécule CEACAM1 
agit plutôt comme activatrice (Gray-Owen et al., 2006) et régule l’activité inhibitrice de la forme CC1-L 
par hétéro-dimérisation (Müller et al., 2009). 
La molécule CEACAM1 est surtout présente dans le petit intestin tandis que des niveaux 
intermédiaires ont été trouvés dans la rate, les poumons, les reins et le foie. La molécule CEACAM1 
est quasi absente au niveau du cerveau et des muscles (Slobodskaya et al., 2012). Elle est exprimée 
par plusieurs types de cellules dont les cellules épithéliales, endothéliales et les hépatocytes 
(Godfraind & Coutelier, 1998) ainsi que par des cellules du système immunitaire inné comme les 
neutrophiles (Kuroki et al., 1992), les macrophages (Coutelier et al., 1994) et les cellules dendritiques 
(Kammerer et al., 2001). 
Par ailleurs, des études récentes ont démontré l’importance de la molécule CEACAM1 au niveau du 
foie, notamment par rapport à l’élimination de l’insuline par les hépatocytes (Poy et al., 2002). De 
fait, la phosphorylation du CEACAM1 au niveau du résidu Tyr488 de son domaine intracellulaire par 
les kinases du récepteur de l’insuline (Najjar et al., 1995) est nécessaire à l’internalisation du 
complexe par la voie endocytaire clathrine dépendante menant à la dégradation de l’insuline (Choice 
et al., 1998). Seule l’isoforme CC1-L subit cette phosphorylation (Xu et al., 2009). 
Plusieurs isoformes de la molécule CEACAM1 peuvent servir de récepteurs pour les virus MHV 
(Dveksler et al., 1993). Par contre, la forme soluble, dépourvue du domaine trans-membranaire, est 
capable de neutraliser le virus lors d’infections in vitro (Terahara et al., 2009). Lors d’infection in vivo, 
le rapport entre les transcrits codant pour l’isoforme soluble et l’isoforme membranaire est d’environ 
50 : 50, et ce, dans plusieurs organes comme le cerveau, le foie, la rate et les poumons (Slobodskaya 
et al., 2012). Néanmoins, les niveaux d’expression de la protéine CEACAM1 et le rapport entre les 
différents isoformes –L et –S varient beaucoup selon le type de cellule, sa maturation et son niveau 





La résistance de la lignée de souris SJL/J à l’infection par le MHV-A59 est due à l’absence de l’allèle a 
de la molécule CEACAM1 présente chez les souris susceptibles BALB/c (Boyle et al., 1987). De fait, 
l’allèle b de la molécule CEACAM1 donne une certaine résistance aux souris SJL/J (Beauchemin et al., 
1999). 
Des études sur l’infection et la réplication du sérotype neurotrope MHV-JHM dans le cerveau de 
souris ou sur des neurones en culture déficientes pour le gène ceacam1 (Nakagaki et al., 2006;  Miura 
et al., 2008) ont soulevé la possibilité d’autres récepteurs méconnus (Phillips & Weiss, 2011). Par 
ailleurs, des études récentes ont montré que les niveaux d’expressions génique et protéique de la 
molécule CEACAM1 ne corrèlent pas, ni avec le tropisme (organes), ni avec la charge virale du MHV in 
vivo (Slobodskaya et al., 2012). Toutefois, des études avec le MHV-A59 ont démontré un certain 
tropisme de ce sérotype pour le cerveau pourtant quasi dépourvu de toute expression de CEACAM1 
(Barthold et al., 1984; Lavi et al., 1986) mais pas pour le rein qui exprime pourtant des niveaux 
intermédiaires de la molécule CEACAM1 (Barthold et al., 1984). 
Ces divergences peuvent en partie être expliquées par la flexibilité architecturale des domaines de 
liaison du récepteur viral qui semble évoluer de façon à diversifier son éventail de récepteurs 
cellulaires (Heald-Sargent et al., 2012). Dans le cas des MHVs, ces virus possèdent deux domaines de 
liaison au récepteur, un en C-terminal et un deuxième en N-terminal, ce qui permet de développer 
indépendamment des liaisons à l’un ou l’autre des récepteurs. De fait, le sérotype MHV-JHM peut 
abroger son segment en N-terminal et éviter la fixation sur le CEACAM1 (Rowe et al., 1997), ce qui 
réduit significativement sa neurovirulence (Phillips & Weiss, 2011). 
 
1.5.4.2- La glycoprotéine S du MHV  
La protéine S glycosylée reflète la diversité évolutive des coronavirus. Des différences de séquences, 
aussi mineures soient-elles, modulent les interactions avec le récepteur, les modes d’entrée du virus 
ainsi que le tropisme et la virulence.   
La protéine S est synthétisée sous forme d’un précurseur qui est ensuite clivé par des protéases 
cellulaires en sous-unités S1 en N-terminal et S2 en C-terminal (Frana et al., 1985; Sturman et al., 





protéine S, la sous-unité S1 étant responsable de la fixation à la cellule-cible et la sous-unité S2 de 
l’activité de fusion membranaire (Kubo et al.,  1994). La sous-unité S1 contient deux sous-domaines, 
soient en N-terminal et en C-terminal (Belouzard et al., 2012). La région responsable de la liaison au 
MHV est située dans les 330 premiers acides aminées de l’extrémité N-terminale de celle-ci (Suzuki et 
al., 1996). La sous-unité S2 est acétylée et contient deux motifs heptades répétés lui conférant une 
forme surenroulée  (De Groot et al., 1989). La sous-unité S2 est très conservée parmi les coronavirus 
tandis que la séquence de la sous-unité S1 diverge de façon très importante parmi les MHVs.  
 
1.5.4.3- La glycoprotéine S du MHV et la fusion membranaire  
La protéine S est considérée comme une protéine de fusion virale de type I, avec sa forme en hélice-α 
surenroulée caractéristique, similaire à celle de la HA du virus de l’influenza et de la Env du VIH 
(Bosch et al., 2003). La protéine S polyglycosylée est responsable de la fusion entre les membranes 
virale et cellulaire et de la fusion inter-cellulaire. En effet, l’expression de la protéine S est suffisante 
pour induire la fusion de cellules exprimant les récepteurs appropriés (Taguchi et al., 1993).  
La fusion membranaire se déroule en plusieurs étapes. Un changement de conformation de la 
protéine S suite à la fixation au récepteur permet l’exposition des régions hydrophobiques du sous-
domaine S2 contenant la protéine de fusion (Luo et al., 1998). Initialement isolée au cœur d’un 
trimère d’hélices-α surenroulés dans une conformation pré-fusion très stable et résistante aux 
activités protéolytiques (Xu et al., 2004), celle-ci se voit projetée vers la membrane plasmique de la 
cellule-cible lui permettant de s’y intégrer. Dans le cas de la plupart des sérotypes de MHV, dont le 
MHV-3, cette forme intermédiaire de la protéine S lui confère une susceptibilité nouvelle aux 
protéases cellulaires. Un deuxième changement de conformation se produit par le clivage des sous-
unités S1 et S2, dès lors liées uniquement de façon non-covalente (Gombold et al., 1993), permettant 
le rapprochement du peptide fusogénique avec le domaine transmembranaire de la protéine S 
formant ainsi un regroupement à six hélices. Cette nouvelle conformation de fusion permet le contact 
et le mélange lipidique des membranes cellulaires et virales (Belouzard et al., 2012). De plus, la 
formation de syncétia par certains coronavirus est un moyen de favoriser la dissémination des virions 





intercellulaire sans pour autant affecter, ni positivement ni négativement, l’entrée virale selon des 
mécanismes encore mal compris (Heald-Sargent et al., 2012).  
La localisation cellulaire où se déroulent ses changements de conformations de la protéine S n’est pas 
très bien élucidée. De plus, celle-ci semble différer selon le sérotype de coronavirus (Kooi et al.,  
1991), certains virus subissant ce clivage dans la cellule infectée par des sérines protéases de type 
furine au niveau du Golgi (Feliciangeli et al., 2006) ou plus tard par des ectoprotéases à la surface des 
cellules en infection, notamment les sérines protéases transmembranaires de type II (TTSPs) 
(Matsuyama et al., 2010) ou encore des cystéines protéases L-cathepsine dans les endosomes (Heald-
Sargent et al., 2012).  
 
1.5.4.4- La glycoprotéine S du MHV et l’endocytose 
La majorité des coronavirus, dont le virus de la péritonite infectieuse féline (FIPV), l’IBV, le MHV-2, le 
MHV-4 et le MHV-A59, le SRAS et le HCoV-229E (Van Hamme E, 2008; Chu et al., 2006; Pu & Zhang, 
2008; Nash & Buchmeier, 1997; Eifart P. et al., 2007; Wang H. et al., 2008; Blau & Holmes, 2001) 
exploitent différentes voies endocytaires pour infecter leurs cellules cibles (Heald-Sargent et al., 
2012). Par ailleurs, plusieurs études, dont une avec le SRAS (Wang et al., 2008), démontrent que les 
coronavirus utilisent simultanément plusieurs voies d’endocytose pour l’entrée du virus afin 
d’optimiser l’infection (Heald-Sargent et al., 2012). Plus récemment, Phillips et Weiss (2011) ont 
suggéré une autre alternative d'infection, soit la propagation indépendante du récepteur ou RIS 
(Receptor independent spread) chez le variant JHM.SD pour expliquer sa forte neurovirulence pour les 
neurones qui sont quasi dépourvus du récepteur CEACAM1 (Phillips & Weiss, 2011). 
Plusieurs études ont démontré que l’ajout de cholestérol augmente l’infectivité du MHV in vitro (Daya 
et al., 1988; Cervin & Anderson, 1991; Roos et al., 1990). Un modèle murin de stéatose hépatique 
virale utilisant un variant du MHV-3 a permis de démontrer l’importance primaire du cholestérol dans 
la permissivité à l’infection. Chez les souris susceptibles BALB/c et, à un degré moindre, les souris 
résistantes A/J, l’infection par le MHV-3 induit des dépôts lipidiques importants dans le foie des souris 
infectées, notamment au niveau des hépatocytes (Bingen et al., 1992). D’autre part, une diète 
hypercholestérolémique rend les souris A/J susceptibles à l’infection par le MHV-3 (Braunwald et al., 





initiales de l’infection par le MHV et non dans le relarguage des particules virales (Thorp & Gallagher, 
2004; Choi et al., 2005). De fait, les auteurs notent une augmentation de l’adsorption des particules 
virales sur les hépatocytes et des titres viraux dans le foie de ces souris (Braunwald  et al., 1991). Par 
contre, cette corrélation entre le niveau de cholestérol et la réplication du MHV-3 n’est pas due à la 
modulation de la fluidité membranaire (Nonnenmacher et al., 1994). Par ailleurs, aucun marqueur de 
radeaux lipidiques, riches en cholestérol, ne sont impliqués dans les étapes subséquentes du cycle 
viral du MHV (Choi et al., 2005). 
Le récepteur du MHV, la molécule CEACAM1a, est un récepteur bien connu pour son rôle dans 
l’endocytose de pathogènes dont l’internalisation est dépendante de l’intégrité des radeaux 
lipidiques (Voges et al., 2012). De fait, la molécule CEACAM1a est localisée au sein de régions 
membranaires de haute densité au repos, mais migre vers les régions de faible densité i.e. dont les 
niveaux lipidiques sont plus importants, suite à sa liaison avec une molécule à la surface du 
pathogène.  L’usage d’inhibiteurs de cholestérol tel que le nystatin réduit cette internalisation 
(Muenzner et al., 2008). Cette mobilité du CEACAM1a semble également importante dans l’infection 
avec le MHV puisque la liaison de la protéine S du MHV-A59 se produit à l’extérieur des radeaux 
lipidiques mais induit son recrutement au niveau de ces microdomaines. La diminution de cholestérol 
membranaire réduit l’entrée virale sans pour autant affecter l’adsorption (Choi et al., 2005). Par 
ailleurs, le cholestérol est essentiel à l’infection avec le MHV-A59 même en absence du récepteur 
CEACAM1a et l’ancrage de ce récepteur aux radeaux lipidiques par l’ajout de 
glycosylphosphatidylinoditol n’a, par contre,  aucun effet sur la virulence (Thorp & Gallagher, 2004). 
 
1.5.5. Transcription, traduction et assemblage des virus MHV 
Suite à l’entrée du MHV et sa décapsidation par les enzymes endosomaux, l’ARN génomique (ARNg) 
du coronavirus est relargué et peut agir directement comme un ARNm permettant la traduction 
directe des premiers cadres de lecture, les ORF1a et ORF1b par les ribosomes cellulaires. Les 
polypeptides pp1a et pp1ab ainsi obtenus forment l’ARN polymérase ARN-dépendante virale, 
nommée réplicase (revue dans Baker et al., 2009). Le polypeptide pp1ab est issu d’un décalage -1 du 
cadre de lecture, décalage caractéristique des coronavirus facilité par une structure secondaire en 
boucle et, dans le cas du MHV, par la séquence glissante CUAAAC. La réplicase du MHV subit par la 





générant 16 protéines non-structurales (nsp). Dès lors, de nouveaux ARNg destinés à la formation de 
virions de novo sont produits tandis que les ARN sous-génomiques (ARNsg) nichés des gènes en aval 
du gène 1 sont transcrits et traduits en protéines de structure. La réplication virale du MHV se produit 
entièrement dans le cytoplasme où elle est catalysée par un complexe de réplication-transcription 
encore mal connu et possiblement transitoirement situé à l’intérieur de vésicules à double 
membranes présumément dérivées du réticulum endoplasmique et recrutées par certaines des nsp 
contenues dans la réplicase (revue en King et al., 2011). 
Un système de transcription dite discontinue (nichée), tel qu’illustré à la Figure 6, est suggéré pour 
cette étape caractéristique des coronavirus. En fait, en plus de produire des copies additionnelles 
d’ARNg, la réplication des coronavirus est caractérisée par la production de plusieurs brins d’ARNsg 
nichés en 3’ contenant tous la même séquence d’initiation en 5’ (Shieh et al., 1987). Ce mécanisme 
est piloté par la reconnaissance de l’ARN polymérase ARN dépendante des séquences conservées de 
régulation de la transcription (TRS) d’environ sept nucléotides (Lai et al., 1997) en amont de chaque 
ORF sous-génomique (Baric et al., 1987).  
 





À la rencontre de séquences régulatrices, la réplicase peut soit poursuivre sa lecture au-delà de celle-
ci pour générer une matrice plus grande ou se dissocier du brin et poursuivre sa lecture au niveau du 
TRS de l’UTR 5’ (Denison et al., 2011). La séquence d’initiation en 5’ de tous les ARNsg est identique à 
l’ARNg et s’intègre aux différents produits transcriptionnels par homologie de séquence (Zuniga et al.,  
2004). Ces brins d’ARNsg sont par la suite transcrits en brins positifs nichés en 3’ et contenant la 
séquence d’initiation. La majorité de ces ARNsg contiennent plus d’un gène de sorte que seul le 
premier ORF en 5’ de chaque brin est finalement traduit (Lai et al., 2001).  
Peu d’études ont été réalisées concernant les molécules et voies de signalisation cellulaires favorisant 
la réplication des virus MHV. La MAPK p38 est fortement activée et phosphorylée dès les 5 premières 
minutes suivant l’infection des macrophages péritonéaux murins par le virus MHV-3 (McGilvray et al., 
1998). La voie ERK-1/2 MAPK est également activée entre 20 à 30 minutes post-infection. L’activation 
de la voie de la MAPK p38, mais non pas celle de la ERK-1/2, induit l’activation de la prothrombinase 
fgl-2 chez des  macrophages infectés par le virus MHV-3. Cette enzyme est connue comme 
responsable de la coagulation intravasculaire au niveau des cellules endothéliales lors de l’hépatite 
aiguë (McGilvray et al., 1998; Parr et al., 1995). Par contre, chez les cellules de la lignée 
macrophagique J774A.1 infectées avec le sérotype faiblement hépatotrope MHV-A59, seule 
l’activation des MAPK  p38 et JNK, et non pas celle de la ERK-1/2 MAPK, ont été observées après au 
moins 1 h post-infection (p.i.) (Banerjee et al., 2002). Par ailleurs, le virus MHV-A59 préalablement 
traités avec les rayons UV n’a pas permis l’activation de ces voies de signalisation, démontrant le rôle 
essentiel de la réplication virale dans cette induction moins précoce. La phosphorylation de eIF4E et 
la production d’IL-6 seraient aussi dépendantes de l’activation de la MAPK  p38 puisqu’il a été montré 
que l’inhibition de la voie MAPK p38 empêchait une synthèse adéquate des ARN viraux inhibant le 
facteur 4E de l’initiation de la transcription chez les eucaryotes (eIF4E) impliqué dans la traduction 
des ARNm (Waskiewicz et al., 1999; Banerjee et al., 2002). 
La dernière étape de la replication virale est l’assemblage des virions et la formation de 
nucléocapsides hélicoïdales contenant l’ARN viral et la protéine N (Lai et al.,  2001). Ces 
nucléocapsides nouvellement formées se lient à la protéine M, uniquement présente au niveau du 
complexe Golgi-réticulum endoplasmique, et cette dernière forme la particule virale à l’aide de la 
protéine E. Quoique le rapport protéine M : protéine E peut être de l’ordre de 100 :1, la protéine E est 





cas échéant, HE sont incorporées aux particules virales via leur interaction avec la protéine M  
(Nguyen et al.,  1997; Opstelten et al.,  1995). 
 
1.6. Les modèles d’hépatite aiguë induits pas les virus fortement hépatotrope MHV-3 et 
faiblement hépatotrope MHV-A59 
Le MHV-3 est un excellent modèle murin pour l’étude de l’hépatite fulminante car cette infection 
entraîne la mort des souris génétiquement susceptibles, comme les souris C57BL/6 et BALB/c, 
généralement en 72 à 96 h (Le Prévost et al., 1975). Bien que le virus MHV-3 soit lymphotrope 
(Lamontagne et Dupuy, 1984), neurotrope (Tardieu et al., 1986) et hépatotrope (Taguchi et al., 1986), 
le foie demeure l’organe principal pour la réplication du virus MHV-3 (Le Prévost et al., 1975). Au 
niveau hépatique, les ARN viraux ont été détectés dès 24 heures d’infection par voie intrapéritonéale 
(i.p.) alors que les lésions hépatiques ont été observées dès 48 heures p.i. En plus de la nécrose 
hépatique, une immunodéficience apparaît également durant la phase aiguë de la maladie suite à une 
perte importante de cellules immunitaires dans les organes lymphoïdes dont la rate, les ganglions 
lymphatiques, la moelle osseuse et le thymus (Le Prévost et al., 1975; Lévy-Leblond et al., 1979). Par 
contre, les cellules T naïves ne possèdent pas le récepteur au virus MHV-3 et ne peuvent pas être 
infectées (Godfraind et Coutelier, 1998; Godfraind et al., 1995a). Plusieurs facteurs déterminent la 
susceptibilité ainsi que la gravité de la maladie encourue par les souris infectées au MHV tels que 
l’âge, l’état immunitaire et la génétique de l’animal (Lamontagne et Dupuy, 1985; Lardans et al., 
1996). Néanmoins, certaines souris semi-susceptibles comme les souris C3H, A2G et SJL peuvent 
survivre à cette phase aiguë de l’infection pour ensuite développer une maladie neurologique 
chronique trois à quatre semaines suivant l’infection menant à une méningite, une épendymite, une 
encéphalite et la paralysie graduelle des membres inférieurs (Tardieu et al., 1986). Ces souris peuvent 
souffrir de cette immunodéficience progressive jusqu’à 12 mois (Virelizier et al., 1975).   
Quant au sérotype MHV-A59, il est plutôt neurotrope induisant une démyélination chronique (Bender 
et Weiss, 2010), quoiqu’il puisse induire une hépatite faible à modérée (Mazaleuskaya et al.,  2012). 
Les souris susceptibles infectées avec le sérotype MHV-A59 par voie intracérébrale ou intranasale 
développent une méningo-encéphalite et une hépatite aiguë durant les deux premières semaines. Au 





particule virale n’est détectable dans le cerveau des souris infectées (Lavi et al.,1984; Matthews et al., 
2001). Le virus persiste néanmoins dans certaines cellules du système nerveux central et se réplique 
de façon très lente (Lavi et al.,1984) de sorte qu’il induit une maladie neurologique chronique 
caractérisée par des lésions de démyélinisation qui peuvent persister plus de 6 mois (Matthews et al., 
2001; Rempel et al., 2004). 
 
1.6.1-  Le tropisme cellulaire du MHV-3 et du MHV-A59. 
Le MHV-3 infecte plusieurs types de cellules in vitro et in vivo notamment les cellules du système 
immunitaire inné et adaptatif. Quoique plusieurs types de cellules neuronales et lymphoïdes soient 
permissives à l’infection au MHV-3, dont les lymphocytes B et les cellules NK (Jolicoeur et 
Lamontagne, 1989; Lehoux et al., 2004),  les cellules de la microglie et les astrocytes (Tardieu et al., 
1986), ce virus hautement hépatotrope cible davantage le foie notamment par l’infection des 
hépatocytes, des KCs et des cellules endothéliales hépatiques (Taguchi et al., 1986) qui expriment 
toutes le récepteur CEACAM-1a (Godfraind et al., 1995; Lamontagne et al., 1996). Plusieurs autres 
types de cellules exprimant le récepteur CEACAM1a sont susceptibles à l’infection au MHV-3 telles 
que les macrophages, les lymphocytes B et pré-B et les cellules dendritiques thymiques (Jolicoeur et 
Lamontagne, 1990; Godfraind et al., 1998). Le MHV-3 se réplique de façon très importante dans les 
macrophages péritonéaux de souris susceptibles C57BL/6 formant de très larges syncytia (Schindler et 
al., 1983; Lamontagne et Dupuy, 1984). Cette réplication ainsi que la formation de ces cellules 
multinucléées est très réduite lors d’étude in vitro sur des macrophages issus de souris semi-
susceptibles C3H ou SJL (Virelizier et Allison, 1976). 
Les cellules-cibles sont à peu près les mêmes pour le virus faiblement hépatotrope MHV-A59 puisque 
ce sérotype utilise aussi le récepteur CEACAM1a (Godfraind et al.,1998). Contrairement au MHV-3, la 
souris SJL est totalement résistante à l’infection par le MHV-A59 car cette dernière possèdent l’allèle 
b plutôt que l’allèle a de la molécule CEACAM1a. Ces observations suggèrent que la différence dans le 
niveau d’hépatotropisme et la susceptibilité génétique entre le MHV-3 et le MHV-A59 ne dépend que 
partiellement de la nature du récepteur viral CEACAM1a. Le sérotype MHV-3 possèderait donc des 






1.6.2- Pathologies et mécanismes d’immunodéficiences induites par le MHV-3 et le MHV-A59 
La sensibilité de l’infection par le virus MHV-3, selon  la lignée murine, ne dépend pas du niveau de 
réplication virale dans le foie (Lamontagne et Dupuy, 1985). Il a été suggéré que la résistance virale in 
vivo et in vitro était plutôt reliée à la permissivité des macrophages  (Lamontagne et Dupuy, 1985). 
Effectivement, des différences fines ont été remarquées après 48 h p.i. in vitro au niveau des effets 
cytopathiques, de la viabilité cellulaire et des titres viraux chez les macrophages péritonéaux 
provenant de différentes lignées murines. Aussi, la plus faible réplication virale chez les macrophages 
de souris résistantes A/J dépendrait d’un contrôle cellulaire intrinsèque agissant probablement au 
niveau de la production de particules virales infectieuses (Lamontagne et al., 1989a).  Il a aussi été 
proposé que l’intégrité de la moelle osseuse serait primordiale dans la protection contre l’hépatite 
aiguë induit par le MHV-3 puisque chez les souris résistantes A/J, les désordres cellulaires et 
immunitaires dans la moelle osseuse et les différents organes lymphoïdes sont absents (Lamontagne 
et al., 1989b; Jolicoeur et Lamontagne, 1994).  
D’autre part, il a été démontré par Zhao et al. (2011) que la réplication du MHV-A59 dans les 
macrophages est essentielle à l’expression du faible hépatotropisme de ce sérotype mais non pas à 
son neurotropisme. Cet effet atténuateur de la pathogénicité du MHV-A59 pour le tissu hépatique 
serait déterminé par des évènements après l’entrée virale dont la production d’IFN de type I. De plus, 
la protéine virale S est responsable de cette capacité du MHV-A59 à se répliquer dans le foie et à 
causer une hépatite (Navas et al., 2001). 
Par ailleurs, plusieurs variants atténués du MHV-3, infectant sélectivement différentes cellules 
hépatiques, ont été utilisées afin de distinguer le rôle de chaque type de cellules dans la progression 
de l’hépatite. Par exemple, le variant 51.6-MHV-3 n’infecte pas les LSEC et induit la mort des souris 
que 5 à 9 jours p.i., le variant CL12-MHV-3 n’infecte ni les LSEC ni les KC et les souris meurent 8 à 10 
jours p.i. (Martin et al., 1994). Le variant non-pathogène YAC-MHV-3 n’induit qu’une hépatite très 








1.6.3- L’hépatite aiguë induite par le MHV-3 et le MHV-A59 et la réponse immune innée. 
Les mécanismes de l’immunité innée activés dès les premiers jours de l’infection par le MHV-3 sont 
peu connus. Par contre, il a été montré que l’hépatite fulminante induite par le L2-MHV-3 entraîne un 
dérèglement des populations de cellules impliquées dans l’immunité innée, notamment en induisant 
la mort cellulaire des cellules NK1.1+ intrahépatiques et recrutées de la moelle osseuse car elle se 
sont avérées permissives à l’apoptose post-replication, ce qui n’est pas observé avec un variant non-
pathogène, le YAC-MHV-3 (Lehoux et al., 2004). De plus, l’infection par le L2-MHV-3 induit aussi 
l’apoptose des cellules NK-T du foie tandis que ces populations cellulaires sont épargnées lors de 
l’infection avec les variants atténués 51.6-MHV-3 et CL12-MHV-3, ce qui indique un rôle important 
pour les LSECs et les KCs dans le maintien d’une réponse immune innée efficace (Jacques et al., 2008). 
Les cellules NK jouent un rôle important dans le contrôle de l’infection au MHV-3 via la production 
d’IFN-γ et cette production est augmentée en présence d’IL-12 et IL-18 (Jacques et al, 2009), qui sont 
produites majoritairement par les KCs au niveau du foie (Seki  et al., 2001). 
La réponse immune innée dépend des patrons de reconnaissance des pathogènes, principalement de 
l’ARN simple brin ou double brin dans le cas des coronavirus puisque ces virus se répliquent dans le 
cytoplasme et génèrent de grandes quantités d’ARN double brin (Versteeg et al., 2007). Le rôle des 
molécules TLR et des hélicases dans le processus d’hépatite aiguë induite par les MHV est très peu 
connu. Le TLR3, le TLR-7 et les hélicases peuvent alors être impliqués dans la détection de l’infection 
par les MHV mais très peu d’information est disponible à cet égard. Jacques et al. (2009) ont montré 
que le TLR2 était impliqué dans l’induction de cytokines inflammatoires par les macrophages infectés 
par le MHV-3. Le TLR-4 a aussi été impliqué dans la pathogénèse de l’infection respiratoire par le 
MHV-1 (Khanolkar et al. 2009). Le rôle du TLR-3 dans la pathogénèse de l’infection par le MHV-A59 
n’a pas été encore clairement établi malgré le fait que le TLR-7 détecte le MHV-A59 dans les cellules 
dendritiques (Cervantes-Barragan et al., 2007). D’autre part, il a été récemment montré que la 
stimulation des TLR2, TLR4 ou TLR7 n’affectait pas la production de MHV dans les macrophages 
J774A.1, mais que la pré-stimulation du TLR-3 par le poly I : C diminuait l’infection par le MHV-A59 et 
le MHV-3 dans ces macrophages via la production d’IFN-β. (Mazaleuskaya et al., 2012). Aucune autre 
information n’est disponible sur les senseurs microbiens impliqués ou activés lors de l’hépatite aiguë 





Il est bien connu que l’infection de souris susceptibles au MHV-3 induit une réponse importante 
caractérisée par un changement marqué du profil de production protéique dans le foie (Lucchiari et 
al., 1992). Un des premiers éléments identifiés fût le TNF-α, son activité mesurée dans le sérum des 
souris étant significativement augmentée dès 24 h p.i. (Devictor et al., 1992). Jacques et al. (2009) ont 
montré une induction rapide d’IL-6 et de TNF-α par des macrophages péritonéaux lors d’infection par 
le virus MHV-3 in vitro. Par contre, il a aussi été montré que les niveaux de cytokines anti-
inflammatoires diminuaient dans le foie et ce, même en présence d’une diminution de cytokines pro-
inflammatoires (Jacques et al. 2008). L’induction rapide du TNF-α et du IL-6 par des macrophages 
issus de la moelle osseuse est partiellement due à la fixation du virus, qu’il soit infectieux ou non, sur 
le TLR2 et l’héparane sulfate (Jacques et al., 2009), suggérant un rôle important du TLR2 dans la 
réponse inflammatoire sous le contrôle des macrophages hépatiques ou ceux recrutés dans le foie. 
Par contre, cet effet du TLR2 dans l’induction de cytokines inflammatoires ne s’exprimait pas lorsque 
ces macrophages étaient infectés avec le sérotype MHV-A59 (Zhou et al., 2012). 
Un des facteurs important dans l’immunité innée anti-virale est la production d’IFN de type I. Le 
sérotype MHV-A59 est connu pour induire la production d’IFN de type I dans les macrophages 
infectés. Par contre, ce virus possède des mécanismes d’évasion au niveau de la transcription et de la 
traduction des gènes cellulaires anti-viraux induits par la fixation de l’IFN-β sur son récepteur IFNAR 
(revue dans Rose et Weiss, 2009). Le virus MHV-A59 est particulièrement résistant aux effets anti-
viraux des IFN de type I selon la nature de la cellule-cible puisque les macrophages et les cellules 
dendritiques sont capables d’établir un état anti-viral suite à l’infection par le MHV-A59 au contraire 
des neurones, des astrocytes et des hépatocytes. Ce virus peut s’évader des mécanismes anti-viraux 
de ces interférons par diverses actions des protéines virales, tel que la nucléocapside et les protéines 
nsp 1 et 3 qui ont des effets antagonistes des IFN de type I. Par contre, l’infection par le MHV-A59 
n’empêche pas la production de IFN de type I suite à la surinfection par d’autres virus, suggérant que 
le MHV-A59 est invisible aux senseurs intracellulaires (Veersteg et al., 2007). Cette situation pourrait 
résulter du fait que les coronavirus possèdent une méthode d’évasion en se répliquant dans des 
vésicules à double membrane limitant alors la détection des ARN viraux par les senseurs 
intracellulaires. Par contre, la production d’IFN de type I par les cellules dendritiques dépend du TLR-7 
et de la voie IRF-7 alors que les macrophages utiliseraient plutôt la voie MDA-5 (Roth-Cross et al., 
2008). Les effets antiviraux des IFN de type I contre l’infection par le MHV-3 ne sont que peu connus. 





pas un effet antiviral et une diminution de la réplication malgré la production des IFN de type I. De 
plus, l’IFN-β s’est avéré plus efficace que les IFN-α dans la résistance à l’infection par le MHV-3.  
 
1.7 Problématique et hypothèses 
Le modèle d’hépatite virale aiguë induite par le coronavirus hautement hépatotrope MHV-3 constitue 
un excellent modèle animal d’étude pour les dérèglements de l’immunité innée précoce aggravant les 
lésions hépatiques tout en favorisant une réplication virale importante. Les connaissances rapportées 
par cette revue de littérature montre que l’hépatotropisme des MHV diffère selon le sérotype et la 
nature de la cellule-cible. Compte tenu de la rapidité de l’hépatite fulminante induite par le sérotype 
MHV-3 comparée à celle provoquée par l’infection par le MHV-A59, il devient important d’étudier les 
mécanismes par lesquels le sérotype MHV-3 peut s’évader des facteurs de l’immunité innée précoce 
et entraîner une hépatite aiguë létale. 
L’immunité innée anti-virale agissant dans les premières heures d’une infection est dépendante au 
départ de la détection et de la reconnaissance du pathogène. Les senseurs TLR endosomaux, tels les 
TLR-3 et TLR-7 ainsi que les hélicases RIG-1 et MDA-5 sont reconnus pour leur capacité à détecter la 
présence d’ARN simple et/ou double brin pouvant être généré par un coronavirus au cours des 
étapes de la replication virale. Par contre, il a été mentionné que les coronavirus peuvent utiliser 
différentes voies d’entrée, telles que l’endocytose via la clathrine ou via la cavéoline ou d’autres voies 
encore mal identifiées ainsi que par leur capacité de fusion intercellulaire. Les voies d’endocytose 
peuvent varier selon le sérotype et la cellule-cible. Jacques et al. (2009) ont rapporté que le TLR2, un 
TLR présent à la surface de la cellule-cible, en association avec l’héparane sulfate, pouvait aussi être 
impliqué dans la fixation du sérotype hautement hépatrotrope MHV-3 en plus du récepteur général 
des MHVs, la molécule CEACAM1a, ce qui n’est pas le cas du MHV-A59 (Zhou et al., 2010). D’autre 
part, cette fixation du MHV-3 sur le TLR2 induisait rapidement la production d’IL-6 et de TNF-α par les 
macrophages, au contraire du MHV-A59. Cette augmentation rapide était aussi observable avec des 
virus MHV-3 non-infectieux, suggérant que la fixation du virus sur le TLR2 pourrait entraîner une 
autre voie de signalisation responsable de la production de ces cytokines inflammatoires qui n’est pas 
encore connue. Par contre, une réponse inflammatoire exagérée est connue pour entraîner des 





D’autre part, il a été montré que la sensibilité à l’infection par les MHV variait selon les sérotypes et la 
nature de la cellule-cible, suggérant que le processus d’hépatite fulminante pourrait résulter de 
plusieurs mécanismes anti-viraux ou d’évasion virale produits simultanément dans les différentes 
cellules hépatiques lors des infections in vivo.  
L’objectif principal des travaux réalisés pour ce mémoire est de déterminer quels sont les rôles du 
TLR2 dans l’induction de l’hépatite aiguë fulminante induite par le MHV-3 in vivo et dans la détection 
de l’entrée et de la réplication virale dans les macrophages et les hépatocytes in vitro.  
Pour atteindre cet objectif, nous allons identifier au départ quels sont les éléments de l’immunité 
innée, tels les TLRs de surface et endosomaux et les hélicases, les cytokines inflammatoires, les 
chimiokines  et l’IFN de type I, dont la transcription et la traduction sont activées dans le foie de 
souris C57BL/6 infectées par le virus MHV-3 et aussi dans celui des souris dont le gène du TLR2 a été 
inactivé (souris tlr2-/-). Fort de ces résultats, l’importance des cellules macrophagiques dans la 
virulence du sérotype hautement hépatotrope MHV-3 par rapport au sérotype faiblement 
hépatotrope MHV-A59 sera déterminée en fonction des paramètres de la replication virale et de 
l’activation des différents éléments de l’immunité innée, de leur capacité à se fixer sur le TLR2 et/ou 
le CEACAM1a, à moduler les voies d’endocytose en fonction de cette fixation, et à induire des 
cytokines inflammatoires et/ou de l’IFN-β. Finalement, l’importance des hépatocytes infectés par le 
virus MHV-3 dans la réponse innée de ces cellules sera évaluée en fonction de leur permissivité à 
l’infection virale, à l’activation des TLRs et des hélicases et à la transcription et traduction des 






























Les souris C57BL/6 proviennent de la compagnie Charles River Laboratories (St-Constant, Qc, Canada) alors 
que les souris tlr2-/- proviennent de Jackson Laboratories (Bar Harbor, MA, É.-U.). Les animaux ont été 
certifiés « exempts de MHV » par les manufacturiers et ont été hébergés dans une salle de niveau de 
confinement 2 avec une atmosphère stérilisée par un filtre HEPA (Forma Scientific, Marietta, OH, É.-U.). Des 
souris femelles âgées de 8 à 12 semaines ont été utilisées pour chaque expérience. Les études effectuées 
ont été approuvées en rapport avec les règlements du comité Comité Institutionnel de la Protection des 
Animaux (CIPA) de l’Université du Québec à Montréal. 
 
2.2. Cellules 
2.2.1. Cellules L2 
Les cellules L2, une lignée fibroblastique provenant de souris C3H, ont été utilisées pour la production du 
MHV-A59 et du L2-MHV-3 et pour les titrages. Ces cellules ont été cultivées dans du milieu RPMI 1640 
supplémenté de L-glutamine (2 mM), d’antibiotiques (100 U/ml de pénicilline et 100 mg/ml de 
streptomycine) (Gibco Laboratories, Gaithersburg, MD, É.-U.)  et 5% de sérum de veau fœtal (SVF) (Gemini 
Bio-Products, Woodland, CA, É.-U.).  
 
2.2.2. Cellules macrophagiques J774A.1 et RAW264.7 
Les lignées macrophagiques murines J774A.1 (TIB-67™) et RAW 264.7 (TIB-71™) proviennent de l’American 
Type Culture Collection (ATCC®) (Manassas, VA, É.-U.). Ces cellules ont été mises en culture dans du milieu 
RPMI 1640 additionné de L-glutamine (2 mM), d’antibiotiques (100 U/ml pénicilline and 100 mg/ml de 
streptomycine) (GIBCO Laboratories) et de 5% SVF (Gemini Bio-Products). Ces cellules ont subi des passages 
par dilution de 1 :10 avant d’atteindre 80% de confluence et toutes les expériences ont été effectuées sur 
des cellules ayant subi moins de dix passages. 
 
2.2.3. Cellules FL83B 
La lignée hépatocytaire murine FL83B (CRL-2390™) provenant de l’ATCC® (Manassas, VA, É.-U.) a été mise 





Products). Les cellules ont subi des passages par dilution 1 :5 avant d’atteindre 80% de confluence et toutes 
les expériences ont été effectuées sur des cellules à moins de dix passages. 
 
2.3. Virus 
2.3.1. Souches virales  
Le virus fortement hépatotrope L2-MHV-3 provient d’une souche isolée du foie d’une souris DBA2 infectée 
(Dupuy et Rodrigue, 1981) et clonée sur des cellules L2. Les propriétés pathogéniques du MHV-3 ont été 
vérifiées régulièrement lors de l’expérimentation et toutes les infections  in vivo et in vitro ont été réalisées 
à partir du même lot viral.  Le virus MHV-A59 a été gracieusement fourni par Dr P. J. Talbot (INRS-Santé, 
Université du Québec, Laval, Qué. Canada). Les cellules L2 ont été utilisées pour la production du MHV-A59 
et du L2-MHV-3. Ces cellules ont été infectées avec une multiplicité d’infection (m.o.i.) de 0,01 à 0,1.  
Lorsque les effets cytopathiques (ECP), caractérisés par la lyse cellulaire et la formation de syncytia, avaient 
atteint 50% de la monocouche cellulaire, les cellules L2 infectées étaient congelées à -80ºC. Suite à deux 
cycles de décongélation/congélation, les débris cellulaires ont été éliminés par une centrifugation de 10 
minutes à 2000g. Le surnageant, contenant les virions infectieux, a été récupéré, titré sur cellules L2, 
aliquoté puis congelé à -80ºC avant d’être utilisé dans les infections in vivo et in vitro. Des cellules L2 non-
infectées ont aussi été préparés de façon similaire et utilisé comme contrôles dans les infections in vitro. 
 
2.3.2. Titrage des virus 
Les foies de souris infectées et les surnageants de cellules infectées ont été conservés à -80°C jusqu’au 
moment du titrage.  Les surngeants des foies broyés dans du milieu RPMI 1640 et les surnageants de 
cellules infectées ont été dilués en série de 10, de 10-1 à 10-8, dans du milieu RPMI 1640 additionné de 5% 
SVF et ajoutés à des cellules L2 mises en plaque de 96 puits à une concentration de 5x104 cellules par puits. 
Les titres viraux ont été déterminés 72 h p.i. par l’observation d’ECP tels que la formation de syncytia et la 









2.4. Infections virales chez les souris 
2.4.1. Infections in vivo des souris C57BL/6 et tlr2-/- 
Des groupes de 5 ou 6 souris C57BL/6 ou tlr2-/- ont été infectées avec 1000 DICT50 des virus MHV-A59 
ou L2-MHV-3 par voie intrapéritonéale (i.p.) dans un volume de 25µl. Les souris contrôles ont reçu un 
volume similaire de PBS. À différent temps post-infection (p.i.), les souris ont été euthanasiées par 
inhalation de CO2 et leur foie prélevé et congelé à -80ºC. Des échantillons sanguins ont été prélevés 
afin de pouvoir faire le  dosage de l’aspartate aminotransférase (ASAT) et de l’alanine 
aminotransférase (ALAT) dans le sérum des souris, selon la procédure primaire de l’IFCC 
(International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) et en utilisant un 
autoanalyseur AU2700 (Olympus Optical, Rungis, France). Des tranches de 5mm de fragments de foie 
fixées et enrobées dans la paraffine ont été colorées avec l’hématoxyline/éosine/safran et examinées 
sous microscopie optique.  Les dosages des transaminases et les coupes de foie colorées ont été 
réalisés par l’équipe de Dr. Michel Samson, de l’Université de  Rennes 1 (Bretagne, France). 
 
2.4.2. Infections virales in vitro 
Les cellules macrophagiques J774A.1 et RAW264.7 ou les cellules hépatocytaires en lignée FL83B ont été 
infectées avec les sérotypes MHV-A59 et/ou MHV-3 à un m.o.i de 0.1 ou 5 selon la durée des expériences 
dans un milieu complet frais approprié à un volume minimal pour les deux premières heures lorsque le 
temps d’infection total était de quatre heures ou plus. A différents temps p.i., les surnageants ont été 
récupérés pour les titrages et/ou pour des tests ELISA et congelés à -80ºC et l’ARN a été extrait des cellules 
pour des analyses subséquentes par qRT-PCR. Les expériences ont été réalisées en triplicata.  
 
2.5. La quantification relative des d’ARNm par la technique RT-PCR en temps réel 
L’ARN total des foies de souris a été extrait à l’aide du TRIzol® (Ambion®, Austin, TX) selon les indications du 
manufacturier. L’ARN a été par la suite traité avec de la DNase à l’aide du kit Turbo DNA-free (Ambion®, 





L’ARN total des cellules en culture a été extrait à l’aide du kit NucleoSpin® ARN II (Macherey-Nagel GmbH & 
Co. KG, Düren, Allemagne) à différents temps p.i., selon les expériences, et l’ADNc a été généré par 
transcription inverse à partir de 1 μg d’ARN avec le kit High-capacity cDNA Anti-sens Transcirption (Applied 
Biosystems™, Foster City, CA). La réaction PCR est effectuée avec 25 ng d’ADNc à l’aide du kit HotStart-IT™ 
SYBR® Green qPCR Master Mix (2X) (USB Corporation, Cleveland, OH) et 300 nM de chacune des paires 
d’amorces listées au tableau I (IDT DNA Technologies). Le PCR en temps réel a été effectué à l’aide de 
l’appareil Applied Biosystems 7500®. Les valeurs seuils ont été normalisées au niveau de l’ARN du gène de 
ménage le plus stable, soit de l'hypoxanthine phosphoribosyltransférase (HPRT) et l’analyse de la 
quantification relative a été effectuée selon la méthode ΔΔCT. Les niveaux d’augmentation de l’expression 
d’un gène spécifique ont été établis relativement aux niveaux des cellules non-infectées et/ou non-traitées 
selon les expériences. Les expériences ont été réalisées en triplicata. 
 
2.6. Détermination de la sécrétion de cytokines, des chimiokines et de l’IFN par des tests 
ELISA 
2.6.1. Dosage des cytokines dans le foie 
Les niveaux des cytokines IL-6 et TNF-α, produits dans le foie des souris C57BL/6 et tlr2-/- infectées in vivo 
ont été évalués par des tests ELISA BD OptEIA selon les indications des manufacturiers (BD Biosciences, San 
Diego, CA). 
 
2.6.2. Dosages des cytokines, IFN-β et chimiokines dans les surnageants de cellules 
Les niveaux des cytokines IL-6, TNF-α et de l’IFN-β sécrétés par les cellules infectées in vitro ont été évalués 
par des tests ELISA BD OptEIA (BD Biosciences, San Diego, CA, É.-U.) et PBL Interferon Source (PBL 
Biomedical Laboratories, Piscataway, NJ) selon les indications des manufacturiers. Les niveaux de 
chimiokines CXCL-1, CXCL-10 et CCL2 sécrétés par les hépatocytes en culture ont été déterminés par les 
tests Platinum ELISA (CXCL1 et CXCL10) ou ELISA Ready-SET-Go!® (CCL2) selon les indications des 






2.7. Dosage de la MAPK p38 non-phosphorylée et phosphorylée 
Les cellules J774A.1 ont été mises en culture dans des microplaques de 24 puits à une concentration de  3 X 
104 cellules par puits et infectées le lendemain avec les virus MHV-A59 ou MHV-3 à un m.o.i. de 5 pour des 
durées de 5, 15, 30, 45 ou 60 minutes. Les niveaux de phosphorylation de la MAPK p38 (T180/Y182) des 
cellules infectées in vitro ont été évalués par un test ELISA ONE™ (TGR BioSciences, Australie) selon les 
indications des manufacturiers et exprimés en pourcentage de p38 phosphorylé/ p38 total par rapport au 
contrôle cellulaire. Les expériences ont été réalisées en triplicata. 
 
2.8. Traitements des cellules avec agonistes de TLR2, des inhibiteurs des voies d’endocytose 
ou de la phosphatase  SHP-1 et/ou avec des anticorps anti-TLR2 
2.8.1. Produits et anticorps 
Les ligands bactériens synthétiques du TLR2-TLR1 (Pam3CSK4) et TLR2-TLR6 (Pam2CSK4) proviennent de 
InvivoGen (San Diego, CA, É.-U.). Le sodium stibogluconate (567565), un inhibiteur de la phosphatase SHP-1 
a été obtenu  de la compagnie EMD Biosciences (San Diego, CA, É.-U.). Le cholestérol hydrosoluble (C4951), 
le sel de chloroquine diphosphate (C6628), la chlorpromazine hydrochloride (C8138), le nystatin (N6261) et 
le dynasore (D7693) proviennent  de Sigma-Aldrich (St-Louis, MO). L’anticorps monoclonal neutralisant anti-
TLR2 (CD282) a été utilisé à une concentration de 1g/106 cellules (eBioscience, San Diego, CA, É.-U.) 
2.8.2.  Traitements des cellules avant infection 
Les cellules J774A.1 et RAW264.7 ont été mises en culture en microplaques de 24 puits à 5 x 105 cellules par 
puit, 18 h avant le début des traitements. Les cellules ont été préalablement lavées avec du PBS 1X froid et 
traitées avec des concentrations optimales des différents inhibiteurs ou de l’anticorps monoclonal anti-TLR2 
dilués dans du milieu RPMI complet frais à des temps optimaux avant l’infection : anticorps α-TLR2 (2h; 
1μg/106 cellules), nystatin (30 minutes; 12,5μg/ml), chloroquine diphosphate (30 minutes; 50μM), 
chlorpromazine (30 minutes; 10μg/ml), dynasore (30 minutes; 80μM), sodium stibogluconate (15 minutes; 
10μg/ml). Des cellules ont aussi été préalablement traitées avec des ligands du TLR2 Pam2/3CSK4 à une 
concentration de 1,5μg/ml ou avec du cholestérol hydrosoluble à 0,1mM en présence ou non de nystatin. 
Des tests MTS/PMS de viabilité cellulaire par colorimétrie ont été effectués parallèlement à toutes les 






2.9. Atténuation de l’expression génique par traitement aux petits ARN interférants 
Dans certaines expériences, des traitements avec des petits ARN interférants (siRNA) pour les gènes TLR2 
et/ou CEACAM1a ont été effectuées. Les cellules J774A.1 et FL83B ont été mises en culture dans des 
microplaques de 24 puits à 6 x104 cellules par puits et traitées à 25nM des FlexiTube siRNA premix 
Mm_Ceacam1_3 (Séquence ciblée : CACACTCATGCATTCACTCTA) et/ou Mm_Tlr2_4 (Séquence ciblées : 
CTCGTTCTCCAGCATTTAAA) (Qiagen®, Cambridge, MA, É.-U.) pendant 6 h selon les indications du 
manufacturier. Des contrôles siRNA positifs et négatifs, Ctrl_AllStars_3 (S104939025) et (AllStars Negative 
Control siRNA (1027280) (Qiagen®, Cambridge, MA, É.-U.) respectivement, ont été ajoutés à toutes les 
expériences de transfection avec les siRNA. Les expériences ont été réalisées en triplicata. 
 
2.10. Analyses statistiques 
Les expériences in vivo et ex vivo ont été effectuées avec des groupes de 5 ou 6 souris, selon les 
expériences,  alors que les expériences in vitro ont été effectuées en duplicata, triplicata ou quadruplicata. 
Les niveaux d’ARNm pour chacun des gènes testés en RT-PCR en temps réel et  les niveaux de cytokines et 
IFN-β présents dans le foie en provenance de souris infectées ont été comparés à ceux observés avec les 
souris contrôles et analysés par un test ANOVA à une variable (PAWS Statistics base, SPSS, Microsoft Corp ). 
Les résultats des expériences in vitro sur des cellules en culture infectées et/ou traitées,  selon les 
expériences ont été comparés avec ceux des cellules non-traitées et/ou non-infectées. L’analyse statistique 
des différences entre la moyenne des groupes a été réalisée par un test t de Student (Excel, Microsoft 
Corp). Tous les résultats sont exprimés en termes de moyennes ± erreurs-types. Pour tous les tests 









TABLEAU I : Liste des paires d’amorces utilisées pour les tests de qRT-PCR. 
Gène Séquence des amorces 
HPRT 
Sens : 5’-GAAAGACTTGCTCGAGATGTCATG-3’ 
Anti-sens : 5’-CACACAGAGGGCCACAATGT-3’ 
Nucléocapside MHV 
Sens : 5’-TGGAAGGTCTGCACCTGCTA-3’ 
Anti-sens : 5’-TTTGGCCCACGGGATTG-3’ 
CEACAM1 
Sens : 5’ -CTGCCCCTGGCGCTTGGA -3’ 
Anti-sens : 5’ -TACATGAAATCGCACAGTCGC -3’ 
IL-6 
Sens : 5’-TCGGAGGCTTAATTACACATGTTC -3’ 
Anti-sens : 5’-TGCCATTGCACAACTCTTTTCT-3’ 
TNF-α 
Sens : 5’-TCCCAGGTTCTCTTCAAGGGA-3’ 
Anti-sens : 5’-GGTGAGGAGCACGTAGTCGG-3’ 
IRF-3 
Sens : 5’-CAAGGACGGAGCCGTGTT-3’ 
Anti-sens : 5’-TCCATGAAGGCAATCAGATCTG-3’ 
IRF-7 
Sens : 5’-AAATGCTGGGCTCCAAACC-3’ 
Anti-sens : 5’-GAGGTCCCCGGCATCAC-3’ 
IFN-β 
Sens : 5’-CGGACTTCAAGATCCCTATGGA-3’ 
Anti-sens : 5’-TGGCAAAGGCAGTGTAACTCTTC-3’ 
MDA5 
Sens : 5’-GCCCTCTCCTTCCTCTGAGACT-3’ 
Anti-sens : 5’-GCTGGAGGAGGGTCAGCAA-3’ 
RIG-1 
Sens : 5’-GCCAGAGTGTCAGAATCTCAGTCAG-3’ 
Anti-sens : 5’-GAGAACACAGTTGCCTGCTGCTCA-3’ 
TLR2 
Sens : 5’- CCCTGTGCCACCATTTCC -3’ 
Anti-sens : 5’- CCACGCCCACATCATTCTC -3’ 
TLR-3 
Sens : 5’-TGGGCTGAAGTGGACAAATCT-3’ 
Anti-sens : 5’-TGCCGACATCATGGAGGTT-3’ 
TLR-4 
Sens : 5’- AGCTTCAATGGTGCCATCATT -3’ 
Anti-sens : 5’- CCAGGTGCTGCAGCTCTTCT -3’ 
TLR-7 
Sens : 5’-CAGTGAACTCTGGCCGTTGA-3’ 





























3.1. Le rôle du TLR2 dans l’activation de la réponse innée lors de l’hépatite aiguë induite par 
le virus MHV-3. 
 
Le virus L2-MHV-3 est le sérotype le plus virulent des virus MHV puisqu’il induit une hépatite fulminante 
menant à la mort des souris susceptibles en 3 à 5  jours p.i. (Le Prévost et al., 1975).  Jacques et al. (2009) 
ont montré que le L2-MHV-3 se liait au TLR2 en plus du récepteur des MHV, le CEACAM1a, et que la liaison 
du virus à ce récepteur additionnel était impliquée dans la réponse pro-inflammatoire. Afin de vérifier le 
rôle in vivo de cette propriété du virus MHV-3 à se fixer sur le TLR2 dans le développement de l’hépatite 
aiguë, des souris susceptibles C57BL/6 et des souris dont le gène du TLR2 a été inactivé (souris tlr2-/- ) ont 
été infectées avec le virus L2-MHV-3 et euthanasiées à 24, 48 ou 72 h p.i. Les lésions histopathologiques, le 
dosage des transaminases hépatiques AST/ALT, les titres viraux dans le foie et les niveaux d’induction des 
gènes des senseurs microbiens, des IFNs, des cytokines et des chimiokines dans les premiers jours de 
l’infection ont été comparés entre les souris C57BL/6 et les souris tlr2-/-. 
 
3.1.1. La présence du TLR2 augmente la réplication virale du L2-MHV-3 et la sévérité des dommages 
hépatiques précoces. 
Les souris tlr2-/- infectées avec le L2-MHV-3 n’ont pas montré de symptômes cliniques durant les 72 h de 
l’infection alors que la plupart des souris C57BL/6 infectées ont montré des signes évidents de 
ralentissement d’activité, d’arrondissement du dos et de légère déshydratation. Afin de vérifier si les 
dommages hépatiques peuvent être modulés par l’activité du TLR2, les altérations tissulaires chez les 
souris tlr2-/- par rapport aux souris de la lignée C57BL/6 ont été évaluées. Les foies de ces souris ont été 
fixés et des coupes paraffinées ont été colorées avec l’hématoxyline/éosine/safran. L’image de la section I-
B de la figure 7 révèle des régions de nécrose et d'amas des hépatocytes beaucoup plus étendues chez les 
souris C57BL/6 infectées depuis 72 h avec le virus L2-MHV-3 comparativement aux souris non-infectées 
(Fig. 7, section I-A). Des noyaux pycnotiques ou apoptotiques sont aussi visibles dans ces zones de nécrose. 
Une infiltration cellulaire modérée est observée dans les régions non-nécrosées. À l’opposé, ces zones de 
nécrose ne sont pas évidentes chez les souris tlr2-/- et la structure des hépatocytes est normale malgré une 




















Figure 7: Histopathologie (section I), niveaux sériques des transaminases ASAT/ALAT (section II), 
niveaux de transcription du gène de la nucléocapside (N) du virus MHV-3 et titres viraux (section III) 
dans le foie de souris C57BL/6 ou tlr2
-/- 
infectées avec le L2-MHV-3. Des groupes de 5 ou 6 souris 
C57BL/6 ou tlr2
-/-
 ont été infectées avec 1000 DICT
50 
du virus L2-MHV-3 par voie i.p. Les souris 
contrôles ont reçu un volume identique de PBS. À différent temps p.i., les souris ont été euthanasiées 
par inhalation de CO
2
 et leur foie prélevé. Les coupes histologiques de foie ont été colorées à 
l’hématoxyline/éosine/safran. Les niveaux sériques des transaminases ASAT/ALAT ont été évalués par 
un test selon les méthodes désignées par l’IFCC. L’ARN total du foie a été extrait par la méthode du 
trizol et les niveaux d’ARN du gène viral N ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la 
méthode ΔΔCT sur la base des niveaux dans le foie de souris contrôles. Les particules virales 
infectieuses ont été titrées par la technique de dilutions décimales sur des cellules L2 et les résultats 
exprimés en DICT
50
/ml. Les résultats représentent la moyenne des individus du groupe et leur erreur 





Le dosage des niveaux sériques des transaminases ASAT et ALAT révèle une très forte augmentation chez 
les souris C57BL/6 à 72 h p.i. par rapport aux souris tlr2-/-  infectées  (p ≤ 0.001) (Fig. 7, section II). Par 
contre,  les souris tlr2-/- ont atteint des niveaux légèrement plus élevés à 48 h p.i. que les souris C57BL/6, 
mais ces niveaux n’ont pas augmenté à 72 h p.i. (p ≤ 0.001 et 0.01). Ces résultats confirment que les 
dommages hépatiques se sont aggravés entre 48 et 72 h p.i. chez les souris C57BL/6 par rapport à ceux 
observés chez les souris dépourvues du récepteur TLR2.  
La réplication virale dans le foie de souris C57BL/6 et de tlr2-/-, telle que mesurée par les niveaux d’ARN du 
gène de la nucléocapside (N-MHV) par qRT-PCR de 24 à 72 h p.i. et par le titre viral à 24 et 72 h p.i., par la 
méthode de dilution décimale sur cellules L2, a été plus fortement augmentée dans le foie de souris 
C57BL/6 par rapport à celui des souris tlr2-/- dès 24 h p.i. (p ≤ 0.001), quoique cette différence a été 
amenuisée à 48 h p.i. (p ≤ 0.01). Les titres de virus ont aussi suivi la même évolution puisque ces titres ont 
été plus élevés à 24 et à 72 h p.i. chez les souris C57BL/6 par rapport à ceux atteints par les souris tlr2-/- (p 
≤ 0.05) (Fig. 7, section III).  Ces résultats démontrent que l’absence du récepteur TLR2 chez les souris 
transgéniques réduit la réplication virale du L2-MHV-3 et diminue la sévérité des dommages hépatiques.  
 
3.1.2. Le TLR2 est transcrit chez les souris C57BL/6 infectées par le virus L2-MHV-3 mais n’a aucun effet 
sur les faibles niveaux de transcription des autres senseurs viraux.  
 
La protection partielle chez les souris tlr2-/-  contre la sévérité de l’hépatite pourrait résulter d’une 
activation accrue des senseurs viraux de l’immunité innée, tels que les récepteurs endosomaux TLR-3 et -7 
et les hélicases  intracytoplasmiques MDA5 et RIG-I. Afin de vérifier cette hypothèse, des souris C57BL/6 
ou tlr2-/- ont été infectées avec le virus  L2-MHV-3 et l’ARNm a été extrait de leur foie à 24, 48 et 72 h p.i. 
Des groupes de souris non-infectées ont aussi été étudiés. Les niveaux d’induction génique des différents 
senseurs viraux et des TLR2 et -4 de surface ont été déterminés par qRT-PCR. La figure 8A montre une 
forte augmentation de la transcription du gène du TLR2 dans le foie les souris C57BL/6 infectées dès 24 h 
p.i. jusqu’à 72 h p.i. par rapport aux souris non-infectées (p ≤ 0.01 à 0.001) et cette transcription s’accroît 
significativement entre chacun des temps p.i. (p ≤ 0.001). Par contre, la transcription du TLR-4 n’a pas été 
significativement induite à aucun temps p.i. et aucune différence n’a été observée entre les souris C57BL/6 
et tlr2-/- infectées (Fig. 8B). La transcription du gène du TLR-3 a été plus importante chez les souris C57BL/6 





augmentée chez les deux groupes de souris (p ≤ 0.01). Le TLR-7 a été induit plus rapidement dans les 
souris C57BL/6 infectées à 24 h p.i. (p ≤ 0.05), mais de façon temporaire puisqu’à 72 h p.i.  l’induction a été 
plus importante chez les souris tlr2-/- (p ≤ 0.01) (Fig. 8D) quoique les niveaux étaient faibles. L’hélicase RIG-I 
a été fortement induite lors de l’infection des souris C57BL/6 et tlr2-/-  par rapport aux souris non-infectées 
(niveau de base à 1)(Fig. 8E) de même pour le MDA5 qui a été induit de façon similaire pour les deux types 
de souris sauf à 48 h p.i. où l’induction a été momentanément plus importante chez les souris tlr2-/- (p ≤ 
0.05) (Fig. 8F). Ces résultats démontrent que le TLR2 est le seul récepteur de surface de l’immunité innée à 
être fortement transcrit lors de l’infection par le virus L2-MHV-3 et que son absence n’a que peu d’effets 
sur les niveaux de transcription des gènes des autres senseurs viraux. De plus, les niveaux de transcription 
des TLRs endosomaux et du MDA5 sont demeurés très faibles chez les deux groupes de souris, suggérant 



















Figure 8: Cinétique des niveaux d’expression génique des TLR2, 3, 4, 7 (A à D) et des hélicases RIG-I (E) et 
MDA-5 (F) dans le foie de souris C57BL/6 ou tlr2
-/- 
infectées avec le virus L2-MHV-3. Des groupes de 5 ou 
6 souris C57BL/6 ou tlr2
-/-
 ont été infectées avec 1000 DICT
50 
du virus L2-MHV-3 par voie i.p. Les souris 
contrôles ont reçu un volume identique de PBS. À différent temps p.i., les souris ont été euthanasiées par 
inhalation de CO
2
 et leur foie prélevé. L’ARN total du foie a été extrait par la méthode du trizol et les 
niveaux d’ARN cellulaire ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base 
des niveaux dans le foie de souris contrôles. Les résultats représentent la moyenne des individus du 
groupe et leur erreur type. * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001 lorsque comparés entre types de souris 





3.1.3. L’activation du TLR2 par le virus L2-MHV-3 augmente faiblement le niveau de transcription de 
l’IFN-β via la voie IRF-7. 
 
Le sérotype MHV-A59 est connu pour posséder des mécanismes d’évasion de la réponse anti-virale 
particulièrement par le blocage des IFNs de type I (α et β) (revue dans Rose et Weiss, 2009). Afin de 
vérifier si la plus forte réplication virale du L2-MHV-3 chez les souris C57BL/6 est conséquente à une 
perturbation de la réponse IFN de type I via son activation du TLR2, des souris C57BL/6 et tlr2-/- ont été 
infectées avec L2-MHV-3 et leur foie prélevé à 24, 48 et 72 h p.i. L’ARNm du foie des souris a été extrait et 
les niveaux d’induction des gènes  de l’IFN-β et des facteurs de transcription IRF-3 et -7 ont été quantifiés 
par qRT-PCR. La figure 9A montre que les souris infectées dépourvues du récepteur TLR2 ont engendré 
une plus faible transcription du gène de l’IFN-β que les souris infectées C57BL/6 possédant ce récepteur, 
et ce, à tous les temps p.i. (p ≤ 0.01 à 0.001). Par ailleurs, la transcription du gène de l’IRF-7 a été 
augmentée chez les deux groupes de souris infectées  à 48 et 72 h p.i. par rapport au niveau de 24 h p.i. (p 
≤ 0.01et 0.001). Par contre,  les différences entre les niveaux de transcription du gène de l’IRF-7 chez les 
deux groupes de souris ne se sont pas avérées clairement significatives (Fig. 9C). La traduction de l’IRF-3 
n’a été que très légèrement augmentée chez les souris tlr2-/-  infectées à 24 et 48 h p.i. (p ≤ 0.05 à 0.01) 
(Fig. 9B) et le niveau de transcription est demeuré très faible tout au long de l’infection. Les niveaux 
d’induction de l’IFN-α ont été très faibles et se sont avérés non-significatifs chez les deux groupes de souris 
peu importe le temps p.i. (résultats non-montrés). Ces résultats indiquent que la capacité du L2-MHV-3 à 
induire la transcription du gène de l’IFN-β est très faible et que la présence du TLR2 n’a qu’un effet 



























Figure 9 : Cinétique des niveaux d’expression génique de l’IFN-β (A) et des IRF-3 (B) et IRF-7 (C) dans 
le foie de souris C57BL/6 ou tlr2
-/- 
infectées avec le virus L2-MHV-3. Des groupes de 5 ou 6 souris 
C57BL/6 ou tlr2
-/-
 ont été infectées avec 1000 DICT
50 
du virus L2-MHV-3 par voie i.p. Les souris 
contrôles ont reçu un volume identique de PBS. À différent temps p.i., les souris ont été euthanasiées 
par inhalation de CO
2
 et leur foie prélevé. L’ARN total du foie a été extrait par la méthode du trizol et 
les niveaux d’ARN cellulaire ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la 
base des niveaux dans le foie des souris contrôles. Les résultats représentent la moyenne des 
individus du groupe et leur erreur type. Lorsque comparés entre types de souris infectées * p ≤ 0.05; 
** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; lorsque comparés dans le temps chez les souris C57BL/6 infectées  ‡‡ p ≤ 
0.01; ‡‡‡ p ≤ 0.001 et lorsque comparés dans le temps chez les souris tlr2-/- infectées  † p ≤ 0.05; †† p 






3.1.4. Le TLR2 est impliqué dans la réponse inflammatoire innée face à l’infection au L2-MHV-3 
 
Jacques et al. (2009) ont démontré que le L2-MHV-3 activait la production des cytokines pro-
inflammatoires via sa fixation au TLR2 dans les macrophages péritonéaux. Arshad et al., (2013) ont aussi 
récemment montré une augmentation d’IL-33 dans le foie de souris infectées avec le MHV-3.  Afin de 
vérifier si l’activation de la voie TLR2 menait aussi à l’induction des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et 
TNF-α et à l’alarmine IL-33  in vivo, des souris C57BL/6 et tlr2-/- ont été infectées avec  le L2-MHV-3 et leur 
foie prélevé à 24, 48 et 72 h p.i. L’ARNm du foie des souris a été extrait et les niveaux d’induction des 
gènes de l’IL-6 et du TNF-α ont été déterminés par qRT-PCR. La figure 10A révèle une forte augmentation 
de la transcription du gène de l’IL-6 chez les souris C57BL/6 infectées avec le virus L2-MHV-3 à 48 et 72 h 
p.i. (p ≤ 0.05 à 0.001). Le rôle du TLR2 dans ces augmentations a été mis en évidence par les baisses de la 
transcription de l’IL-6 dans le foie de souris tlr2-/-  infectées par rapport à celles des souris C57BL/6 
infectées et ce, à 48 et 72 h p.i. (p ≤ 0.05 à 0.01).  
L’induction du TNF-α a aussi été plus important dans les souris C57BL/6 infectées à 72 h p.i. (p ≤ 0.001) 
lorsque comparée aux niveaux atteints à 24 et 48 h p.i. (Fig. 10B). L’absence de TLR2, chez les souris tlr2-/-
infectées,  a entraîné une diminution de la transcription du TNF-α à 72 h p.i. par rapport au niveau atteint 
chez les souris C57BL/6 infectées (p ≤ 0.01). Ces résultats indiquent que le TLR2 favorise l’induction des 




























Figure 10: Cinétique des niveaux d’expression génique des cytokines IL-6 (A) et TNF-α (B) dans le 
foie de souris C57BL/6 ou tlr2
-/- 
infectées avec le virus L2-MHV-3. Des groupes de 5 ou 6 souris 
C57BL/6 ou tlr2
-/-
 ont été infectées avec 1000 DICT
50 
du virus L2-MHV-3 par voie i.p. Les souris 
contrôles ont reçu un volume identique de PBS. À différent temps p.i., les souris ont été euthanasiées 
par inhalation de CO
2
 et leur foie prélevé. L’ARN total du foie a été extrait par la méthode du trizol et 
les niveaux d’ARN cellulaire ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la 
base des niveaux dans le foie de souris contrôles. Les résultats représentent la moyenne des individus 
du groupe et leur erreur type. Lorsque comparés entre types de souris infectées * p ≤ 0.05; ** p ≤ 
0.01; *** p ≤ 0.001; lorsque comparés dans le temps chez les souris C57BL/6 infectées  ‡‡ p ≤ 0.01; 
‡‡‡ p ≤ 0.001 et lorsque comparés dans le temps chez les souris tlr2-/- infectées † p ≤ 0.05; †† p ≤ 







3.1.5. L’activation du TLR2 par le virus L2-MHV-3 augmente la transcription des gènes  des chimiokines 
pro-inflammatoires CXCL1, CXCL 10 et CCL2 in vivo 
 
L’hépatite, comme tout autre processus inflammatoire, est associée à un recrutement précoce de cellules 
inflammatoires suite à la production de chimiokines résultant de l’activation des senseurs microbiens, tels 
que les TLR de surface et endosomaux. Afin d’étudier l’importance du TLR2 dans la transcription des gènes 
de chimiokines suite à l’infection par le virus L2-MHV-3, des souris C57BL/6 et tlr2-/- ont été infectées et 
leur foie isolé à 24, 48 et 72 h p.i. L’ARNm a été extrait et les niveaux d’induction génique des chimiokines 
CXCL1, CXCL10 et CCL2 ont été mesurés par qRT-PCR. La figure 11 révèle que les niveaux de transcription 
des trois chimiokines testées ont été fortement augmentés dans le foie des souris C57BL/6 infectées avec 
le L2-MHV-3 (p ≤ 0.01 à 0.001). La transcription du gène du CXCL1 a été significativement plus importante 
dans les souris possédant le récepteur TLR2 dès 24 h p.i., et ce, jusqu’à 72 h p.i. (p ≤ 0.01 à 0.001) et a été 
augmentée graduellement dans le foie des deux groupes de souris infectées (p ≤ 0.01 à 0.001) (Fig. 11A). 
Les niveaux d’induction du gène du CXCL10 ont été significativement plus importants dans le foie des 
souris C57BL/6 que chez les souris tlr2-/-  à 72 h p.i.  (p ≤ 0.001) (Fig. 11B). Ceci est également vrai pour le 
gène de la chimiokine CCL2 où les niveaux d’induction ont été plus importants dans le foie des souris 
C57BL/6 que celui des souris tlr2-/- à 72 h p.i.  (p ≤ 0.001) (Fig. 11C). Par ailleurs, les niveaux d’induction des 
gènes CXCL10 et CCL2 dans le foie des souris C57BL/6 infectées avec le L2-MHV-3 ont augmenté plus 
fortement entre 48 à 72 h.p.i. (p ≤ 0.001). Ces résultats démontrent que le TLR2 est étroitement impliqué 
dans la transcription plus forte des gènes de chimiokines dans le foie suite à l’infection par le virus L2-
MHV-3. 
 
3.1.6. Le TLR2 augmente les niveaux de traduction des gènes de cytokines et de chimiokines dans le 
foie lors de l’infection in vivo avec le virus L2-MHV-3 
Les résultats présentés dans les sections 3.1.3 à 3.1.5 démontrent que le TLR2 est impliqué dans 
l’induction génique de la réponse IFN de type I, des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α et des 
chimiokines pro-inflammatoires lors de l’infection in vivo avec le virus L2-MHV-3. Afin de vérifier si 
l’induction de ces gènes par le TLR2 lors de l’infection in vivo avec le virus L2-MHV-3 est accompagnée de 
leur traduction effective, des souris C57BL/6 et tlr2-/- ont été infectées et leur foie isolé à 72 h p.i. Les 




















Figure 11: Cinétique des niveaux d’expression génique des chimiokines CXCL1 (A), CXCL10 (B) et 
CCL2 (C) dans le foie de souris C57BL/6 ou tlr2
-/- 
infectées avec le virus L2-MHV-3. Des groupes de 5 
ou 6 souris C57BL/6 ou tlr2
-/-
 ont été infectées avec 1000 DICT
50 
du virus L2-MHV-3 par voie i.p.  Les 
souris contrôles ont reçu un volume identique de PBS. À différent temps p.i., les souris ont été 
euthanasiées par inhalation de CO
2
 et leur foie prélevé. L’ARN total du foie a été extrait par la 
méthode du trizol et les niveaux d’ARN cellulaire ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la 
méthode ΔΔCT sur la base des niveaux dans le foie de souris contrôles. Les résultats représentent la 
moyenne des individus du groupe et leur erreur type. N.E. = Non effectué; Lorsque comparés entre 
types de souris infectées *** p ≤ 0.001; lorsque comparés dans le temps chez les souris C57BL/6 
infectées  ‡‡ p ≤ 0.01; ‡‡‡ p ≤ 0.001 et lorsque comparés dans le temps chez les souris tlr2-/- 










et CXCL10 ont été quantifiés par des tests ELISA à 72 h p.i. Tel que montré dans les figures 12A et B, les 
cytokines IL-6 et TNF-α ont été significativement produites dans le foie lors de l’infection des souris 
C57BL/6 avec le virus L2-MHV-3 (p ≤ 0.01 et 0.001, respectivement), mais cette production a été 
significativement réduite chez les souris tlr2-/- infectées (p ≤ 0.01). Le TNF-α a été légèrement augmenté 
dans le foie des souris dépourvues du récepteur TLR2 et infectées avec le virus L2-MHV-3 (p ≤ 0.05) mais à 
un niveau inférieur à celui observé chez les  souris C57BL/6 infectées.  La figure 12C indique également 
une très faible production d’IFN-β lors de l’infection des souris C57BL/6 avec le virus L2-MHV-3 (p ≤ 0.01) 
et cette production a été significativement réduite chez les souris tlr2-/- infectées (p ≤ 0.01). Les figures 
12D, E et F démontrent cette même tendance dans le cas des chimiokines pro-inflammatoires CCL2 (Fig. 
12D), CXCL1 (Fig. 12E) et CXCL10 (Fig. 12F) qui sont produites de façon importante lors de l’infection des 
souris C57BL/6 avec le virus L2-MHV-3 (p ≤ 0.001). Cette production de chimiokines est également 
dépendante du TLR2 puisque les niveaux de ces chimiokines ont été significativement réduits chez les 
souris tlr2-/- infectées (p ≤ 0.001). Seuls les chimiokines CCL2 et CXCL1 ont été produits dans le foie des 
souris dépourvues du récepteur TLR2 infectées avec L2-MHV-3 (p ≤ 0.05 et 0.001) respectivement par 
rapport aux souris non-infectées). Ces résultats démontrent que la présence du TLR2 entraîne une 
augmentation de la production des cytokines, de l’INF-β et des chimiokines in vivo dans le foie lors de 
l’infection avec le L2-MHV-3 puisque l’absence du récepteur TLR2 diminue significativement leur 
traduction,  reflétant les effets sur la transcription de ces gènes rapportés dans les sections antérieures.  
 
3.2. Un nouveau mécanisme d’évasion virale via la voie TLR2/radeaux lipidiques chez les 
macrophages infectés avec le virus hautement virulent MHV-3 et non par le virus 
modérément virulent MHV-A59 
 
Les résultats des infections in vivo chez les souris C57BL/6 et tlr2-/- infectées présentés dans la section 
précédente, suggèrent que la propriété particulière du sérotype hautement virulent MHV-3 à se fixer sur 
le TLR2, tel qu’antérieurement démontré in vitro dans les macrophages péritonéaux (Jacques et al., 2009), 


























Figure 12: Niveaux de production protéique de l’IL-6 (A), TNF-α (B), IFN-β (C), CCL2 (D), CXCL1 (E) et 
CXCL10 (F) dans le foie de souris C57BL/6 ou tlr2
-/- 
non-infectées (CTRL) ou infectées avec le virus L2-
MHV-3. Des groupes de 5 ou 6 souris C57BL/6 ou tlr2
-/-
 ont été infectées avec 1000 DICT
50 
du virus L2-
MHV-3 par voie i.p.  Les souris contrôles ont reçu un volume identique de PBS. À 72 h p.i., les souris 
ont été euthanasiées par inhalation de CO
2
 et leur foie prélevé. Le tissu a été broyé et les niveaux de 
cytokines et de chimiokines dans les surnageants ont été quantifiés par des tests ELISA. Les résultats 
représentent la moyenne des individus du groupe et leur erreur type. N.E. = Non effectué. Lorsque 
comparés entre types de souris infectées * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001 et  † p ≤ 0.05 †† p ≤ 







par lequel cette fixation du MHV-3 sur le TLR2 entraîne une évasion des senseurs viraux (absence ou 
faibles niveaux de transcription) et des IFN de type I, et en même temps, une forte augmentation des 
cytokines et des chimiokines inflammatoires, tel qu’observé dans le foie lors de l’infection in vivo, et ce, 
tout en favorisant la réplication virale, n’est pas connu. Afin de tenter d’identifier le ou les mécanismes par 
lequel, le MHV-3 utilise le TLR2 pour aggraver l’hépatite, des infections in vitro avec ce sérotype 
hautement virulent et avec le sérotype modérément hépatotrope MHV-A59 ne se fixant pas sur le TLR2 
ont été réalisées dans des lignées macrophagiques murines. 
 
3.2.1. La réplication des virus fortement virulent MHV-3 et modérément virulent MHV-A59 dans les 
cellules de lignées macrophagiques J774A.1 et RAW264.7 
 
Dans le but  d’étudier le rôle du TLR2 dans la réponse innée des macrophages suite à l’infection par le 
sérotype hautement virulent MHV-3 comparé aux effets induits par le sérotype modérément virulent 
MHV-A59, les lignées macrophagiques J774A.1 et RAW264.7, reconnues comme permissives à l’infection 
par ces deux virus (McGilvray et al., 1998; Banerjee et al., 2002), ont été utilisées. Les cellules J774A.1 et 
RAW264.7 ont été infectées avec chacun des virus et les cinétiques d’infection ont été comparées en 
rapport avec les effets cytopathiques (ECP) observés au microscope à contraste de phase (Fig. 13A), la 
production de l’ARN de la nucléocapside virale (N-MHV) (Fig. 13B) et les titres viraux (Fig. 13C). La figure 
13A montre que les ECP variaient selon le type cellulaire et le sérotype viral.  À 24 h p.i., plusieurs gros 
syncytia se sont formés dans les cellules J774A.1 infectées avec le MHV-3 et le MHV-A59. Par contre, les 
syncytia formés dans les J774A.1 infectées avec le MHV-3 étaient plus vacuolisés, au contraire de ce qui a 
été observé dans ces cellules infectées avec le MHV-A59. Dans les cellules RAW264.7 infectées avec l’un 
ou l’autre des virus, de plus petits syncytia ont été mis en évidence (Fig. 13A). Le pourcentage des ECP 
dans les cellules J774A.1 infectées avec le MHV-3 ou le MHV-A59 a atteint près de 60% du tapis cellulaire à 
24 h p.i. tandis que ce pourcentage n’était que d’environ 20% dans les cellules RAW264.7 infectées avec 
l’un ou l’autre des virus (résultats non-montrés). De plus, les cinétiques des niveaux  d’expression de l’ARN 
de la nucléocapside virale (N-MHV) détectée par qRT-PCR (Fig. 13B) révèlent que dès 4 h p.i., les niveaux 
d’expression de l’ARN de la N-MHV étaient plus importants chez les cellules J774A.1 infectées avec le 





pour les cellules infectées avec le MHV-3 qu’avec le MHV-A59 durant toute la cinétique d’infection (p ≤ 
0.01 à 0.001) sauf à 8 h p.i. Les niveaux d’ARN de la N-MHV ont été initialement plus importants dans les 
cellules RAW264.7 infectées avec le MHV-3 (p ≤ 0.01)  et cette différence était encore évidente après 16 h 
p.i. (p ≤ 0.001). Les niveaux d’expression de l’ARN de la N-MHV étaient aussi comparables à ceux observés 
dans les cellules J774A.1 à 24 h p.i. Les titres de particules infectieuses présentes dans les surnageants 
cellulaires à 24 h p.i. ont été significativement plus élevés dans les cellules J774A.1 et les cellules 
RAW264.7 infectées avec le MHV-3 comparativement à ceux atteints lors des infections avec le MHV-A59 
(p ≤ 0.01 et 0.05, respectivement). Les niveaux plus élevés de titres viraux dans les infections au MHV-3 ne 
sont pas la conséquence d’une mortalité cellulaire accrue puisque le niveau de viabilité cellulaire, tel que 
mesuré par le MTS/PMS est demeuré similaire chez les cellules infectées avec l’un ou l’autre des virus 
(résultats non-montrés). 
 
3.2.2. Une relation inverse entre la virulence des sérotypes MHV-3 et MHV-A59 et les niveaux d’ARNm 
des récepteurs toll-like (TLR) -2, -3, -4, -7 et des hélicases MDA5 et RIG-I dans les cellules J774A.1 
et RAW264.7 infectées. 
 
Jacques et al. (2009) ont démontré que le TLR2 était impliqué dans l’activation de cytokines 
inflammatoires par les macrophages infectés avec le virus MHV-3 tandis qu’aucun rôle pour le TLR2 n’a été 
observé dans les macrophages infectées au MHV-A59 (Zhou et al., 2010) suggérant un rôle potentiel du 
TLR2 dans la pathogénicité du MHV-3. Afin de vérifier si les détecteurs de pathogènes viraux  des cellules 
J774A.1 et RAW264.7 sont activés de façon différente lors d’infections avec les virus hautement virulent 
MHV-3 ou modérément virulent MHV-A59, les niveaux d’expression d’ARNm des TLR2, -3, -4, -7, MDA5 et 
RIG-I ont été mesurés par qRT-PCR chez les macrophages infectés avec l’un ou l’autre des virus à 22h p.i. 
Les résultats montrent que les TLR2, -3, -4, -7, MDA5 et RIG-I n’ont pas été induits dans les macrophages 
J774A.1 ou RAW264.7 infectés avec le virus hautement virulent MHV-3 tandis que leur transcription a été 
significativement stimulée dans les cellules infectées avec le sérotype modérément virulent MHV-A59 (p ≤ 
0.01 à 0.001) (Fig. 14A à F). Seul le TLR2 a été induit de façon importante dans les cellules infectées avec 
MHV-3 (p ≤ 0.01 par rapport aux cellules non-infectées). Ces résultats démontrent que le virus hautement 
virulent MHV-3, au contraire du MHV-A59, n’induit pas de façon appréciable dans les macrophages 























Figure 13: Effets cytopathiques (A), niveaux d’expression de l’ARN de la nucléocapside des virus MHV (B) 
et réplication virale (C) dans les cellules macrophagiques J774A.1 et RAW264.7 infectées avec le virus L2-
MHV-3 ou MHV-A59. Les cellules ont été infectées à une m.o.i. de 1 avec le virus L2-MHV-3 ou MHV-A59 
et l’ARN des cellules infectées a été extrait à différents temps p.i. Les niveaux d’ARN viral de la 
nucléocapside ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des niveaux 
des cellules  contrôles non-infectées (non présentés). Les particules virales infectieuses présentes dans le 
surnageant 24 h p.i. ont été titrées par  la technique de dilutions décimales sur des cellules L2 et les 
résultats exprimés sous forme de DICT
50
/ml. Les résultats représentent la moyenne de trois expériences 






Figure 14: Niveaux d’expression génique du TLR2, -3, -4, -7 (A à C, E) et des hélicases MDA-5 (D) et RIG-1 
(F) dans les cellules macrophagiques J774A.1 et RAW264.7 infectées avec le virus L2-MHV-3 ou MHV-
A59. Des cellules ont été infectées à un m.o.i. de 1 avec le virus L2-MHV-3 ou MHV-A59 et l’ARN des 
cellules infectées extrait à 22 h p.i. Les niveaux d’ARNm pour chacun des gènes ont été quantifiés par RT-
PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des cellules contrôles non-infectées (non présentés). 
Les résultats représentent la moyenne de trois expériences indépendantes et leur erreur type. Lorsque 
comparés entre variants de MHV * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001 et †† p ≤ 0.05; †† p ≤ 0.01; ††† p ≤ 





3.2.3. Les niveaux d’ARN des gènes des interférons (IFN)-α et β induits dans les cellules J774A.1 et 
RAW264.7 sont plus faibles lors de l’infection avec le virus hautement virulent MHV-3 qu’avec le virus 
modérément virulent MHV-A59. 
La plus forte réplication du MHV-3 pourrait être reliée à son évasion des interférons de type I (α et β). Afin 
de vérifier les différences dans les niveaux de transcription et de traduction des gènes des IFN-α/β suite à 
l’infection avec les virus MHV-3 ou MHV-A59, des cellules J774A.1 et RAW264.7 ont été infectées avec l’un 
et l’autre des virus et les niveaux d’ARNm ainsi que de la production des IFN-α et β ont été mesurés par 
qRT-PCR et par des tests ELISA, respectivement. Les résultats présentés à la figure 15A ne révèlent aucune 
transcription du gène de l’IFN-β dans les cellules macrophagiques infectées avec le MHV-3 tandis que des 
niveaux importants d’ARNm de l’IFN-β ont été induits lors de  l’infection avec le MHV-A59 (p ≤ 0.001). De 
façon similaire, les niveaux d’IFN-β sécrétés dans les surnageants des cellules infectées sont demeurés très 
faibles dans les cellules infectées avec le MHV-3 alors que des niveaux plus importants ont été atteints 
dans les cellules infectées avec le MHV-A59 (p ≤ 0.05 à 0.01) (Fig. 15B). Par contre, l’infection des cellules 
J774A.1 ou RAW264.7 avec le MHV-3 ou le MHV-A59 n’a entraîné aucune expression génique ou 
production de l’IFN-α (résultats non-montrés).  
D’autre part, les niveaux d’expression des ARNm des facteurs de transcription des voies de l’IFN, tels que 
les IRF-3 et -7, ont aussi été mesurés par qRT-PCR. Seulement l’ARNm de l’IRF-7 a été induit de façon 
importante lors de l’infection des cellules J774A.1 avec le MHV-A59, mais non pas dans les cellules 
infectées avec le MHV-3 (p ≤ 0.001) (Fig. 15 C et D). Des niveaux très faibles de transcription du gène de 
l’IRF-7 ont été détectés dans les cellules RAW264.7 infectées avec le MHV-A59 et seul ce virus a induit une 
certaine expression génique de l’IRF-3 dans ces cellules (p ≤ 0.05) (Fig. 15D). Ces résultats suggèrent que le 
sérotype hautement virulent MHV-3 bloque la transcription et la traduction de l’IFN-β, au contraire du 


















Figure 15: Niveaux d’expression génique de l’IFN-β (A), IRF-3 (C) et IRF-7 (D) et niveaux de sécrétion 
protéique de l’IFN-β (B) dans les cellules macrophagiques J774A.1 et RAW267.1 infectées avec le 
virus L2-MHV-3 ou MHV-A59. Des cellules ont été infectées à une m.o.i. de 1 avec le virus L2-MHV-3 
ou  MHV-A59 et l’ARN des cellules infectées extrait à 22h p.i. Les niveaux d’ARNm ont été quantifiés 
par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des cellulescontrôles non-infectées (non 
présentés). Les niveaux d’IFN-β sécrété dans le surnageant ont été quantifiés par un test ELISA. Les 
résultats représentent la moyenne de trois expériences indépendantes et leur erreur type. Lorsque 
comparés entre variants de MHV  * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; † p ≤ 0.05; †† p ≤ 0.01; ††† p 






3.2.4. Le virus hautement virulent MHV-3 induit des niveaux plus importants de transcription et de 
traduction des cytokines IL-6 et TNF-α dans les cellules macrophagiques J774A.1 et RAW264.7 
que ceux stimulés par le virus moins virulent MHV-A59 
 
Jacques et al. (2009) ont observé que les niveaux des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α étaient 
rapidement induits dans les macrophages péritonéaux infectés avec le MHV-3. De telles inductions rapides  
d’IL-6 et TNF-α chez des macrophages infectés avec le MHV-A59 n’ont pas été observées (Zhao et al., 
2011; Mazaleuskaya et al., 2012; Yu et al., 2009; Eriksson et al., 2008). Afin de vérifier si l’infection des 
lignées macrophagiques par le virus MHV-3 peut induire une réponse plus rapide et plus importante de 
ces cytokines pro-inflammatoires que le sérotype MHV-A59, les cinétiques d’induction génique et de 
production de l’IL-6 et du TNF-α ont été réalisées dans les cellules J774A.1 et RAW264.7 infectées avec l’un 
ou l’autre des deux sérotypes,  par des tests de qRT-PCR et ELISA, respectivement. La figure 16 section I-A 
montre que l’induction de l’ARNm de l’IL-6 dans les cellules J774A.1 infectées avec le MHV-3 a été 
significativement plus importante dès 4 h p.i. que lors de l’infection avec le MHV-A59 et ce, jusqu’à 16 h 
p.i. (p ≤ 0.001). Par contre, à 24 h p.i., les niveaux d’ARNm de l’IL-6 dans les J774A.1 étaient plus 
importants dans les cellules infectées avec le MHV-A59 (p ≤ 0.01). La concentration d’IL-6 accumulée dans 
le surnageant cellulaire a été plus importante chez les cellules J774A.1 infectées avec le MHV-3 à 24 h p.i. 
(p ≤ 0.001) (Fig. 16 section I-C). Des résultats similaires ont été observés chez les cellules RAW264.7 
infectées par les virus MHV-3 et MHV-A59 (p ≤ 0.05 à 0.001) mais les niveaux de production d’IL-6 sont 
demeurés plus faibles que ceux observés chez les J774A.1 infectées (Fig. 16  section I-B et D). 
Les niveaux de transcription du TNF-α ont été plus importants dans les deux lignées cellulaires infectées 
avec le MHV-3 plutôt qu’avec le MHV-A59 et ce, dès 4 et 8 h p.i.  (p ≤ 0.001) (Fig 10 section II-E et F). À 16 
et 24 h p.i. par contre, les niveaux d’ARNm du TNF-α étaient plus importants chez les cellules infectées 
avec le virus MHV-A59 (p ≤ 0.001). Au niveau de la traduction du TNF-α, telle que mesurée par la 
concentration du TNF-accumulé dans les surnageants cellulaires, la production a été plus importante 
dans les cellules J774A.1 infectées avec le virus MHV-3 à 24 h p.i. par rapport à celles atteintes avec le 
virus MHV-A59 (p ≤ 0.001) (Fig. 16, section II-G). Cette différence a également été observée chez les 
cellules RAW264.7 à 24 h p.i. quoique les résultats fussent moins évidents que chez les cellules J774.1 (p ≤ 
0.05) (Fig. 16, section II-H). Ces résultats démontrent que le sérotype hautement virulent MHV-3 induit 
plus rapidement et plus fortement dans les macrophages les cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α 







Figure 16: Cinétique des niveaux d’expression génique et de sécrétion protéique de l’IL-6 (I-A à D) et 
du TNF-α (II- E à H) dans les cellules macrophagiques J774A.1 et RAW267.1 infectées avec le virus L2-
MHV-3 ou MHV-A59. Des cellules ont été infectées avec une m.o.i. de 1 du virus L2-MHV-3 ou MHV-
A59 et l’ARN des cellules infectées a été extrait à différents temps p.i. Les niveaux d’ARNm ont été 
quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des cellules contrôles non-
infectées (non présentés). Les niveaux de cytokines sécrétées dans le surnageant ont été quantifiés 
par des tests ELISA pour les cellules contrôles non-infectées (CTRL) et infectées. Les résultats 
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes et leur erreur type. * p ≤ 0.05; ** p ≤ 





3.2.5. Le TLR2 et le CEACAM1a sont essentiels à l’infection par le MHV-3 tandis que seul le CEACAM1a 
est nécessaire à l’infection par le MHV-A59 
La molécule CEACAM1a a été identifiée comme le récepteur de tous les sérotypes de MHV (Godfraind et 
Coutelier, 1998). Jacques et al. (2009) ont démontré que le TLR2 et l’héparane sulfate jouent également 
un rôle dans la fixation du virus MHV-3 aux macrophages, ce qui n’est pas le cas avec le sérotype MHV-A59 
(Zhao et al., 2011). L’induction rapide et importante de l’IL-6 et du TNF-α dans les macrophages infectées 
avec le MHV-3 suggère que ce virus active spécifiquement certains senseurs viraux, probablement lors de 
la fixation du virus à la surface du macrophage. Nous avons observé que seule la transcription du TLR2 a 
été induite de façon importante dans les macrophages infectés avec le MHV-3 et non pas celle des autres 
senseurs viraux, au contraire de ce qui a été induit avec le sérotype moins virulent MHV-A59 (Fig. 8A). Ces 
observations suggèrent que le TLR2 pourrait jouer un rôle dans la virulence accrue du sérotype MHV-3 et 
l’augmentation rapide des cytokines inflammatoires lors de la fixation du virus. 
Afin de vérifier cette hypothèse, des macrophages J774A.1 ont été traités avec des petits ARN interférants 
(siRNAs) dirigés contre l’expression des gènes du TLR2 (siTLR2) et/ou du CEACAM1 (siCC1) puis infectés 
avec le MHV-3 ou le MHV-A59. Les niveaux d’ARN de la N-MHV ont été mesurés par qRT-PCR à 22 h p.i. et 
interprétés comme mesure indicatrice du niveau de réplication virale. Tel que montré dans les figures 17A 
et B, les niveaux de transcription de la N-MHV ont diminué dans les cellules infectées par le MHV-3 ou le 
MHV-A59 lorsque l’expression génique du CEACAM1 était réduite par le traitement avec les siCC1 (p ≤ 
0.01). Par contre, l’utilisation des siTLR2 a entraîné une baisse de la transcription virale seulement lors de 
l’infection avec le virus MHV-3 (p ≤ 0.01) (Fig. 17A). Par ailleurs, l’atténuation simultanée de l’expression 
du TLR2 et du CEACAM1 a réduit d’avantage les niveaux de la N-MHV dans les macrophages infectés avec 
le MHV-3 (p ≤ 0.01), comparés respectivement aux cellules infectées traitées seulement avec le siCC1 ou le 
siTR2) (Fig. 17A). Les niveaux d’expression de la N-MHV dans les cellules traitées simultanément par les 
siTLR2 et les siCC1 et infectées avec le MHV-A59 sont demeurés  similaires aux niveaux observés dans les 
cellules infectées seulement traitées avec les siCC1 (p ≤ 0.01) (Fig. 17B).  
Les titres viraux retrouvés dans les surnageants des cellules infectées et traitées avec les siRNAs ont aussi 
été vérifiés. Les résultats montrent que les titres de MHV-3 ont diminué suite aux traitements par le 
siTLR2, le siCC1 et la combinaison des deux siTLR2/siCC1 (1.2 x106 ± 0.3 x106 ; 4.5 x105 ± 0.3 x105  and 1.5 
x104 ± 0.3 x104  respectivement lorsque comparés aux cellules infectées mais non-traitées 2.5 x106 ± 0.8 





Comme le récepteur CEACAM1 possède une région inhibitrice intracytoplasmique (ITIM) activant la voie 
SHP-1 (Gray-Owen et al., 2006) et afin d’éliminer la possibilité que la fixation des virus aux molécules 
CEACAM1 puisse activer la voie ITIM et inhiber la réplication virale, des cellules J774A.1 ont aussi été 
traitées avec un inhibiteur de SHP-1, le sodium stibogluconate (SS), avant l’infection avec le virus  MHV-3. 
Les mesures de l’ARN de la N-MHV n’ont indiqué aucune différence entre les macrophages infectés traités 
avec le SS et ceux non-traités (résultats non-montrés). 
Ces résultats supportent l’hypothèse à l’effet que le récepteur CEACAM1a et le TLR2 sont essentiels à une 
réplication optimale du MHV-3 alors que seul le récepteur CEACAM1a est suffisant pour assurer la 


































Figure 17: Niveaux d’expression de l’ARN viral de la nucléocapside des virus MHV dans les cellules 
macrophagiques J774A.1 contrôles d'infection (L2-MHV-3 ou MHV-A59) ou traitées avec des petits ARNs 
interférants pour les gènes CEACAM1a (+siCC1) ou TLR2 (+siTLR2) ou les deux (+siCC1/TLR2) et infectées 
avec le virus L2-MHV-3 (A) ou MHV-A59 (B). Des cellules ont été transfectées avec 25nM d’ARN 
interférents murins CEACAM1a (siCC1) et/ou siTLR2 avant d’être infectées à une m.o.i. de 1 avec le virus 
L2-MHV-3 ou MHV-A59 et l’ARN extrait des cellules simplement infectées et traitées avant infection à 22h 
p.i. Les niveaux d’ARN de la nucléocapside ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode 
ΔΔCT sur la base des cellules non-infectées. Les résultats représentent la moyenne de trois expériences 







3.2.6. Les récepteurs TLR2 et CEACAM1 sont impliqués dans la production rapide de l’IL-6 dans les 
macrophages J774A.1 infectés au MHV-3 
Les résultats présentés dans les figures 14A et 16, section I-A et II-E indiquent que les ARNm de l’IL-6, du 
TNF-α et du TLR2 étaient rapidement induits dans les cellules J774A.1 infectées avec le MHV-3. Afin de 
vérifier si le TLR2 joue un rôle dans cette induction rapide d’IL-6, les macrophages J774A.1 ont été traités 
avec un anticorps anti-TLR2 neutralisant (α-TLR2) avant leur infection avec le MHV-3 à un m.o.i. de 1 pour 
22 h. La figure 18, section I démontre que le traitement avec un anticorps anti-TLR2 a réduit 
significativement l’induction génique de l’IL-6 stimulée par l’infection avec le MHV-3 chez ces cellules (p ≤ 
0.001). Afin de confirmer le rôle du TLR2 dans la transcription du gène de l’IL-6, des cellules J774A.1 ont 
été traitées avec des siRNAs dirigés contre les gènes TLR2 (siTLR2) et/ou CEACAM1 (siCC1) avant d’être 
infectées avec le MHV-3 à une m.o.i. de 1 durant 5 ou 22 h. Les niveaux d’expression génique de l’IL-6 et sa 
sécrétion dans le surnageant ont été mesurés par qRT-PCR et par un test ELISA, respectivement. La 
transfection des J774A.1 avec les siTLR2 et siCC1 a bloqué l’expression de ces gènes avec une efficacité de 
50% et 40% respectivement, tel qu’évalué par qRT-PCR (résultats non-montrés). L’efficacité de ce blocage 
génique du TLR2 a été aussi confirmée par la réduction significative de l’induction de l’ARNm du TLR2 dans 
les cellules J774.1 prétraitées avec les siRNAs et stimulées par l’ajout d’agonistes spécifiques du TLR2 
(Pam3CSK4 and Pam2CSK4) (résultats non-montrés). La figure 18 section II-A montre que le traitement des 
cellules J774A.1 avec les siCC1, siTLR2 ou siCC1/TLR2 avant l’infection par le MHV-3 a aussi réduit 
l’induction génique de l’IL-6 dès 5 h p.i. (p ≤ 0.001). Les niveaux d’expression génique de l’IL-6 induits par 
l’infection ont aussi été diminués par le traitement avec les siTLR2 ou siCC1 et surtout par le traitement 
combiné siTLR2/CC1 à 22 h p.i. même si les niveaux d’ARNm induits par l’infection étaient plus faibles qu’à 
5 h p.i. (Fig. 18 section II-C). Cette baisse de  transcription du gène de l’IL-6 à 22 h p.i. par rapport à 5 h p.i. 
a été démontrée précédemment à la figure 16A. L’atténuation des gènes CEACAM1, TLR2 ou les deux 
simultanément a aussi significativement diminuée les niveaux de traduction de l’IL-6 dans les surnageants 
cellulaires,  tel que mesuré par un test ELISA (p ≤ 0.01) (Fig. 18 section II-B). Ces résultats confirment que la 












Figure 18: Niveaux d’expression génique de l’IL-6 dans les cellules macrophagiques J774.1 traitées 
avec un anticorps anti-TLR2 (Section I) ou avec des petits ARNs interférants pour les gènes 
CEACAM1a et/ou TLR2 (section II-C) avant infection au L2-MHV-3 pour 22 h et niveaux d’expression 
génique (section II-A) et de sécrétion de l’IL-6 (Section II-B) 5 h p.i. avec le virus L2-MHV-3. Les 
cellules ont été traitées avec un anticorps anti-TLR2 (α-TLR2) ou transfectées avec 25nM d’ARN 
interférants murins CEACAM1a (siCC1) ou TLR2 (siTLR2) ou les deux (siCC1/siTLR2) avant d’être 
infectées à une m.o.i. de 1 avec le virus L2-MHV-3. L’ARN a été extrait des cellules à 5 h ou 22 h p.i. 
Un contrôle de transfection (siCon) contenant un shARN non-mammifère est inclus dans chaque 
expérience de transfection. Les niveaux d’ARN cellulaires pour le gène de l’IL-6 ont été quantifiés par 
RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des cellules non-infectées (CTRL ou non 
présentés). Les niveaux d’IL-6 sécrétés dans les surnageants ont été quantifiés par un test ELISA. Les 
résultats représentent la moyenne de trois expériences indépendantes et leur erreur type. * p ≤ 0.05; 
** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; † p ≤ 0.05; †† p ≤ 0.01; ††† p ≤ 0.001 lorsque comparés aux cellules 


































3.2.7. Les récepteurs CEACAM1 et TLR2 sont impliqués dans le blocage de l’IFN-β par les macrophages 
J774A.1 infectés au MHV-3  
Les résultats présentés dans la figure 9 indiquent que les ARNm et la production de l’IFN-β étaient peu ou 
pas induits dans les macrophages infectés avec le virus MHV-3, au contraire de ce qui a été observé avec le 
virus MHV-A59. Afin de vérifier si le TLR2 est impliqué dans ce blocage de la transcription et/ou de la 
traduction de l’IFN-β chez les macrophages J774A.1 infectés au MHV-3, ces cellules ont été traitées avec 
un anticorps anti-TLR2 neutralisant (α-TLR2) avant leur infection avec le virus MHV-3 à une m.o.i. de 1 
pour 22 h. Les résultats présentés dans la section I de la figure 18 indiquent que l’ajout d’un anticorps anti-
TLR2 n’a aucun effet significatif sur la transcription du gène de  l’IFN-chez les macrophages infectés avec 
le MHV-3  même si le niveau de transcription était très faible mais significatif par rapport aux cellules non-
infectées (p ≤ 0.01). Le rôle des molécules CEACAM1 et TLR2 dans la réponse IFN de type I chez les 
macrophages J774A.1 infectés avec le virus  MHV-3 a également été étudié à l’aide de transfections avec 
des siTLR2 et/ou siCC1. La section II-A  de la figure 19  montre que les niveaux d’induction génique de 
l’IFN-β dans les J774A.1 infectés au MHV-3 ont été plus élevés que dans les cellules contrôles non-
infectées (p ≤ 0.01). Par contre, cette augmentation a été réduite par les traitements avec les siCC1 et/ou 
siTLR2 (p ≤ 0.05 à 0.01) quoique les niveaux de sécrétion protéique de l’IFN-β chez les cellules infectées 
soient demeurés très faibles suite à l’infection et que seul le traitement avec les siCC1/siTLR2 a entraîné 
une légère baisse (p ≤ 0.05)  (Fig. 18 section II-C).  L’induction du gène de l’IRF-7 préalablement observée 
lors de l’infection des J774A.1 avec le virus MHV-3 (Fig. 15D) a également été inhibée par le traitement aux 
siCC1 et/ou siTLR2 (p ≤ 0.001) (Fig. 19, section II-B). Ces résultats suggèrent que les bas niveaux 
d’induction de l’IFN-β lors de l’infection au MHV-3 impliqueraient les récepteurs CEACAM1 et TLR2, mais 
les niveaux de transcription et de traduction de l’IFN demeurent très faibles malgré l’utilisation de 













Figure 19: Niveaux d’expression de l’ARNm de l’IFN-β de cellules macrophagiques J774.A1 traitées avec un 
anticorps  anti-TLR2 (Section I) et niveaux d’expression (Section II-A) ou de sécrétion (Section II-C)  de l’IFN-β 
ou niveaux d’expression de l’IRF-7 (Section II-B) de cellules J774.1 traitées avec des petits ARNs interférants 
pour les gènes CEACAM1a et/ou TLR2 avant infection avec le virus L2-MHV-3 durant 22 h. Des cellules ont 
été traitées avec un anticorps anti-TLR2 (α-TLR2) avant l’infection ou ont été transfectées avec 25nM d’ARN 
interférants murins CEACAM1a (siCC1) ou TLR2 (siTLR2) ou les deux (siCC1/siTLR2) avant d’être infectées à une 
m.o.i. de 1 avec le virus L2-MHV-3. L’ARN a été extrait des cellules à 22h p.i. Un contrôle de transfection 
(siCon) contenant un shARN non-mammifère est inclus dans chaque expérience de transfection. Les niveaux 
d’ARN cellulaires pour les gènes de l’IFN- et de l’IRF-7 ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la 
méthode ΔΔCT sur la base des cellules non-infectées (CTRL ou non présentés). Les niveaux d’IFN- sécrétés 
dans les surnageants ont été quantifiés par un test ELISA. Les résultats représentent la moyenne de trois 
expériences indépendantes et leur erreur type. Lorsque comparé aux cellules infectées non-traitées * p ≤ 0.05; 

























3.2.8. La MAPK p38 est impliquée dans la production rapide de l’IL-6 et la réplication virale du MHV-3 
dans les macrophages J774A.1 
Jacques et al. (2009) ont démontré que le TLR2 et la MAPK p38 étaient impliqués dans la sécrétion de l’IL-6 
et du TNF-α dans les macrophages péritonéaux infectés au MHV-3. Par ailleurs, il avait été préalablement 
montré que la MAPK p38 jouait un rôle important dans la réplication virale du MHV-3 dans les 
macrophages J774A.1, et ce,  dès 30 minutes p.i. (McGilvray et al., 1998). Néanmoins, les mécanismes par 
lesquels le TLR2 et/ou la MAPK p38 affectent la production de cytokines et la réplication virale ne sont pas 
connus.  
Afin de vérifier si l’activation précoce de la MAPK p38 a pour effet de stimuler ou d’induire plus 
rapidement la réplication virale du MHV-3 par rapport à celle du MHV-A59, des macrophages J774A.1 ont 
été infectés avec les virus MHV-3 ou MHV-A59 et, dans un premier temps, les niveaux de réplication virale 
ont été mesurés par le niveau de transcription du gène viral N-MHV par qRT-PCR dans les premières 
minutes de l’infection. Effectivement, des niveaux plus élevés d’ARN du gène N-MHV ont été détectés 
dans les J774A.1 infectés avec le MHV-3 dès 5 minutes p.i., et ce, jusqu’à 60 minutes p.i. (p ≤ 0.05 à 0.001) 
(Fig. 20A). Ces niveaux plus élevés d’ARN du gène N-MHV lors de l’infection au MHV-3 peuvent refléter 
soit  la présence de particules virales fixées à la surface des cellules ou déjà  localisées à l’intérieur de 
vésicules endosomales (via l’ARN génomique contenant le gène N) et/ou soit la transcription des premiers 
ARN viraux au début du cycle réplicatif, même si la période de 60 minutes est relativement courte. Afin de 
distinguer entre la fixation virale et les ARNs N-MHV produits  de novo, des cellules J774A.1 ont été 
infectées avec les virus MHV-3 et MHV-A59 précédemment inactivés aux rayons ultraviolets (UV) (non-
réplicatifs) et les niveaux de  l’ARN du gène N-MHV, mesurés par qRT-PCR. La figure 20B révèle que les 
niveaux de N-MHV détectés lors de l’infection avec un UV-MHV-3 augmentait rapidement pendant les 30 
premières minutes p.i., mais avec un sommet atteint en moins de 10 minutes p.i. Dans le cas de l’infection 
avec un UV-MHV-A59, les niveaux de N-MHV n’augmentaient pas durant la période de 30 minutes p.i.  
Une étude de la cinétique de phosphorylation de la MAPK p38 par un test ELISA a alors été réalisée sur des 
J774A.1 infectés avec les virus MHV-3 ou MHV-A59 pendant les 60 premières minutes de l’infection. 
L’agoniste du TLR2, le Pam3C5K4, a été utilisé comme contrôle positif de la cinétique d’induction de la voie 
TLR2 menant à la phosphorylation de la MAPK p38. Les résultats de la figure 20C révèlent que la 
phosphorylation de la MAPK p38 augmentait rapidement dans les cellules traitées avec l’agoniste du TLR2 





















Figure 20: Cinétique des niveaux d’expression de l’ARN viral de la nucléocapside (A et B) et des 
niveaux de phosphorylation de la p38 MAPK (C) dans les cellules macrophagiques J774A.1 infectées 
avec le virus L2-MHV-3 ou MHV-A59 (A, C) ou mis en contact avec ces virus inactivés aux rayons 
U.V. (B) ou traitées avec un agoniste de TLR2 (Pam3CSK4) (C). Des cellules ont été infectées à une 
m.o.i. de 1 avec le virus L2-MHV-3 ou MHV-A59 infectieux ou inactivés aux rayons U.V. et l’ARN a été 
extrait des cellules infectées et non-infectées à différents temps p.i. Les niveaux d’ARN viraux ont été 
quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des cellules non-infectées 
(non présentés). Les niveaux de p38 MAPK phosphorylés ont été quantifiés par un test ELISA. Les 
résultats représentent la moyenne de trois expériences indépendantes et leur erreur type. * p ≤ 0.05; 






phosphorylation de la MAPK p38 n’a été observée que dans les cellules infectées avec le virus MHV-3 (p ≤ 
0.01 à 0.001) et non pas chez celles infectées avec le virus MHV-A59. Cette croissance rapide de la 
phosphorylation de la MAPK p38 dans les cellules infectées au MHV-3  a été suivie d’une chute de ces 
niveaux de phosphorylation à 45 minutes p.i., retouARNnt aux niveaux mesurés à 5 minutes p.i. Ces 
résultats suggèrent que le MHV-3 induit rapidement la phosphorylation de la MAPK p38 de façon similaire 
à celle induite par un agoniste du TLR2, et ce dès la fixation et/ou l’inteARNlisation du virus. 
 
3.2.9. Les voies d’endocytose dépendantes de la clathrine et des TLR2/radeaux lipidiques/cavéoline 
sont différemment impliquées dans la réplication du MHV-3 et du MHV-A59 dans les 
macrophages J774A.1 
La fixation d’un virus à son ou ses récepteurs est normalement suivie d’une inteARNlisation par des voies 
d’endocytose dépendantes de la clathrine ou des radeaux lipidiques/cavéoline. Il est postulé que la 
capacité du virus MHV-3, et non pas du MHV-A59, à se fixer sur le TLR2 à la surface des macrophages 
infectés pourrait impliquer la voie endocytaire dépendante des radeaux lipidiques/cavéoline plutôt que la 
voie dépendante de la clathrine. Afin d’étudier l’implication de ces deux voies endosomales dans les 
infections avec les virus hautement virulent MHV-3 et moyennement virulent MHV-A59, des cellules 
macrophagiques J774A.1 ont été traitées, soit avec un anticorps anti-TLR2 ou  avec des inhibiteurs de la 
voie endosomale dépendante de la clathrine (chlorpromazine), de l’acidification endosomale (chloroquine) 
et de la voie endosomale dépendante de la cavéoline/radeaux lipiques (nystatin) avant l’infection avec les 
virus  MHV-3 ou MHV-A59. Les niveaux d’ARN du gène N-MHV ont été utilisés comme indicateur de la 
réplication virale. Les résultats présentés aux figures 21A et C révèlent que le traitement des cellules avec 
l’anticorps α-TLR2 n’a pas réduit significativement la réplication ni du MHV-3, ni celle du MHV-A59. Le 
traitement des cellules J774A.1 infectées avec de la chlorpromazine ou de la chloroquine a réduit les 
niveaux d’ARN du gène N-MHV chez les cellules infectées avec l’un et l’autre des sérotypes à 22 h p.i. (p ≤ 
0.001) (Fig. 21A et B). À l’opposé, le traitement de ces macrophages infectés avec le virus MHV-3 avec du 
nystatin a  augmenté significativement les niveaux de l’ARN du gène N-MHV (p ≤ 0.001) tandis qu’aucun 
effet sur la réplication du MHV-A59 n’a été observé. De plus, cet effet du nystatin s’est avéré détectable 
dès 5 h p.i. (p ≤ 0.001), ce qui n’est pas le cas pour les autres inhibiteurs d’endocytose dont l'effet n’est 
significatif qu’à 22 h p.i. (Fig. 21C). Ces résultats révèlent : 1) que le MHV-3 et le MHV-A59 utilisent la voie 




















Figure 21: Niveaux d’expression de l’ARN viral de la nucléocapside dans les cellules macrophagiques 
J774A.1 traitées avec un anticorps anti-TLR2, des inhibiteurs des différentes voies d'endocytose ou 
de la phosphatase SHP-1 avant infection avec le virus L2-MHV-3 (A, C) ou MHV-A59 (B) pour 5 h (C) 
ou 22 h (A, B). Des cellules ont été traitées avec des concentrations optimales de chacun des 
inhibiteurs des voies d’endocytose, soient dépendante de la cavéoline/radeaux lipidiques (nystatin: 
Nyst), de la fusion endosomale dépendante du pH (chloroquine: CQ), de la voie d’endocytose 
dépendant de la clathrine (chlorpromazine: CPZ), de la phosphatase SHP-1 activée par le récepteur 
CEACAM1a (NaSb) ou de l’anticorps anti-TLR2 (α-TLR2). Elles ont ensuite été infectées à une m.o.i. de 
1 avec le virus L2-MHV-3 ou MHV-A59 et l’ARN a été extrait des cellules infectées et non-infectées 
(non présentés) à 5 h (B) ou 22 h p.i. (A, C). Les niveaux d’ARN viraux ont été quantifiés par RT-PCR en 
temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des cellules non-infectées (non présentés). Les résultats 
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes et leur erreur type. * p ≤ 0.05; ** p ≤ 





acide, et 2)  que seule la réplication du virus MHV-3 a été affectée  par le nystatin, un inhibiteur de la voie 
endosomale dépendante de la cavéoline/radeaux lipidiques. 
3.2.10. Les radeaux lipidiques sont impliqués dans l’infection au MHV-3 
Afin de confirmer que l’effet apparemment stimulateur du nystatin sur la réplication du MHV-3 est reliée à 
une altération de la voie endosomale dépendant du cholestérol et de la cavéoline/radeaux lipidiques, des 
cellules J774A.1 ont été traitées avec du cholestérol hydrosoluble en présence ou non de nystatin avant 
leur infection avec le MHV-3. Les résultats de la figure 22A montrent que l’ajout seul du cholestérol 
exogène n’a aucun effet sur la réplication virale. Par contre, cet ajout de cholestérol en présence de 
nystatin  a inhibé complètement l’augmentation des niveaux de l’ARN du gène de N-MHV induit par le 
nystatin lors de l’infection au MHV-3 (p ≤ 0.01). Ces résultats confirment que l’effet observé lors du 
traitement des cellules au nystatin est en rapport avec son action de séquestration du cholestérol. 
Afin de vérifier si l’augmentation de la réplication virale par le nystatin résulterait d’un transfert de 
l’endocytose par la voie caveoline/radeaux lipidiques vers la voie dépendante de la clathrine, tel que 
récemment proposé pour l’inteARNlisation de l’endostatine (Chen et al., 2011),  des cellules J774A.1 ont 
été simultanément traitées avec du nystatin et des inhibiteurs de la voie clathrine, soit avec du dynasore 
(inhibiteur de la dynamine), de la chlorpromazine ou de la chloroquine avant l’infection avec le virus MHV-
3 pour 22 h. Ainsi, l’augmentation des niveaux d’ARN du gène du N-MHV par le nystatin dans les cellules 
infectées au MHV-3 a été partiellement réduit par l’ajout du dynasore, de la chloroquine ou de la 
chlorpromazine (p ≤ 0.05 à 0.01 lorsque comparés aux cellules infectées en présence de nystatin) (Fig. 
22B). 
3.2.11. La séquestration du MHV-3 par le complexe TLR2/radeaux lipidiques/cavéoline réduit sa 
reconnaissance par les TLRs et les hélicases 
Il a été démontré à la figure 14 que la transcription des gènes des TLRs et des hélicases était plus 
importante dans les cellules infectées avec le MHV-A59 plutôt qu’avec le MHV-3. Afin de vérifier si la 
fixation et/ou l’inteARNlisation du MHV-3 via la voie endosomale dépendant des radeaux 
lipidiques/cavéoline est responsable de l’absence de transcription des senseurs viraux lors de l’infection 
par le MHV-3, les niveaux d’expression d’ARNm des gènes des TLRs, incluant celui du TLR2, ont été 
quantifiés par qRT-PCR dans des cellules J774A.1 traitées avec un anticorps anti-TLR2 ou  avec le nystatin 



















Figure 22: Niveaux d’expression de l’ARN viral de la nucléocapside dans les cellules macrophagiques 
J774A.1  traitées au nystatin en présence ou non de cholestérol (A) ou d’inhibiteurs des autres voies 
d'endocytoses (B) et infectées avec le virus L2-MHV-3 (A, B) pour 22 h. Des cellules ont été traitées au 
nystatin en présence ou non de cholestérol hydrosoluble exogène (A) ou en présence d’inhibiteurs de la 
dynamine (dynasore), de la fusion endosomale pH-dépendante (chloroquine) ou de la voie endocytaire 
clathrine dépendante (chlorpromazine) avant infection avec une m.o.i. de 1 du virus L2-MHV-3 et l’ARN 
extrait des cellules infectées et non-infectées (non présentés) à 22 h p.i. Les niveaux d’ARN viraux ont été 
quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des cellules non-infectées (non 
présentés). Les résultats représentent la moyenne de trois expériences indépendantes et leur erreur type. 
Lorsque comparé entre traitements additionnels au nystatin * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; † p ≤ 0.05; 







cavéoline/radeaux lipidiques  par le traitement au nystatin  a augmenté l’expression de l’ARNm des gènes 
du TLR2 dans les cellules infectées avec le MHV-3 (p ≤ 0.001) et également celui du TLR-3 et des gènes des 
hélicases RIG-I et MDA5 (p ≤ 0.05 à 0.01) tandis que le traitement à l’α-TLR2 n’a eu aucun effet sur les 
autres senseurs, même si l’anticorps anti-TLR2 seul a diminué la transcription du TLR2 et du MDA5 par 
rapport aux faibles niveaux induits par le virus MHV-3 (p ≤ 0.05) (Fig. 23 A et E). Ces résultats indiquent 
que la séquestration du MHV-3 par la fixation au TLR2 dans les radeaux lipidiques/cavéoline serait 
impliqué dans la  diminution de la transcription des gènes des  senseurs antiviraux, tels que le TLR-3 et les 
hélicases, ce qui  constitue un moyen d’évasion du MHV-3 de ces senseurs viraux. 
 
3.2.12. La séquestration du MHV-3 par le complexe TLR2/radeaux lipidiques/cavéoline module les 
niveaux d’expression de l’IL-6 et de l’IFN-β dans les macrophages J774A.1 
Afin de vérifier si l’induction rapide de l’IL-6 et/ou l’absence de production de l’IFN-β dans les 
macrophages infectés au MHV-3 dépendent aussi de la fixation virale au TLR2/radeaux 
lipidiques/cavéoline, les niveaux d’induction génique de ces cytokines ont été mesurés par qRT-PCR dans 
des J774A.1 traités  avec l’anticorps anti-TLR2, le nystatin, la  chlorpromazine ou le stibogluconate de 
sodium (SS) et infectés avec le  MHV-3 pour 22 h. Tel que montré dans la figure 24A, le nystatin a 
fortement diminué la production d’ARNm de l’IL-6 (p ≤ 0.001), la chlorpromazine l’a aussi diminué (p ≤ 
0.001) dans les cellules infectées avec le MHV-3 tandis que le SS n’a eu aucun effet à 22 h p.i. Comme il 
était attendu, le traitement avec l’anti-TLR2 a abrogé complètement l’induction génique de l’IL-6 (p ≤ 
0.001). Nous avions précédemment observé que le niveau d’ARN de l’IL-6 était plus élevé à 5 h p.i. qu’à 22 
h p.i. (Fig. 24A et C). L’expérience a donc été réalisée durant 5 h p.i. Le traitement avec le nystatin a 
augmenté significativement les niveaux d’ARNm de l’IL-6  à 5 h p.i. (p ≤ 0.001) et que le traitement  avec 
l’anticorps anti-TLR2 a inhibé la transcription de l’IL-6 (p ≤ 0.01 à 0.001)  alors que la chlorpromazine n’a eu 
aucun effet (Fig. 24B). Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent que la production d’IL-6 induit par 
le MHV-3 dès 5 h p.i. dépend de la présence du TLR2  et non pas de l’endocytose par la voie de la clathrine 
et que l’augmentation observée avec le nystatin pourrait résulter de l’augmentation de la transcription du 
TLR2, tel que montré dans la figure 17A. Par contre, à 22 h p.i., la faible transcription de l’IL-6 dépendrait 







Figure 23: Niveaux d’expression génique du TLR2, 3, 4, et 7 (A à D), MDA-5 (E) et RIG-1 (F) dans les 
cellules macrophagiques J774A.1 traitées avec l’anticorps anti-TLR2 ou avec du nystatin et infectées 
avec le virus L2-MHV-3 durant 22 h. Des cellules ont été traitées avec l’anticorps anti-TLR2 et/ou du 
nystatin avant d’être infectées à une m.o.i. de 1 avec le virus L2-MHV-3.  L’ARN des cellules infectées 
et non-infectées (CTRL)  a été extrait à 22h p.i. et les niveaux d’ARNm pour les différents gènes ont 
été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des cellules non-infectées. 
Les résultats représentent la moyenne de trois expériences indépendantes et leur erreur type. * p ≤ 
0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001 lorsque comparés à l’infection seule ; † p ≤ 0.05; †† p ≤ 0.01; ††† p ≤ 







D’autre part, les niveaux d’ARNm de l’IFN-β ont été fortement augmentés lorsque les cellules étaient 
traitées avec le nystatin (p ≤ 0.001) alors qu’ils étaient diminués lorsque traitées avec de la chlorpromazine 
avant l’infection avec le MHV-3 durant 22 h (Fig. 24C).  Par contre, l’effet du nystatin sur le niveau de 
transcription du gène de l’IFN- a été plus mitigé à 5 h p.i. (p ≤ 0.01) (Fig. 24D). Les effets du nystatin et 
d’un anticorps anti-TLR2 ont aussi été vérifiés avec le virus moins virulent MHV-A59 et ces deux 
traitements n’ont eu aucun effet (résultats non-montrés).  Ces résultats suggèrent que la capacité du 
MHV-3 de se fixer sur le TLR2 dans les radeaux lipidiques serait impliquée dans la faible transcription de 
l’IFN-β, probablement via son évasion des senseurs endosomaux et des hélicases, tel que montré à la 
Figure 14, évasion qui disparaît lorsque les cellules sont traitées avec le nystatin (Figure 23). 
 
3.3 Les hépatocytes sont permissifs à l’infection in vitro avec le virus L2-MHV-3 et deviennent 
inflammatoires. 
 
La gravité de l’hépatite induite par le MHV-3 ne se limite pas à l’infection des macrophages car les 
hépatocytes sont une cible importante pour ce virus hautement hépatotrope, tel que montré dans les 
coupes histologiques de foie de souris C57BL/6 infectées avec le virus MHV-3 (Fig. 7, section I). D’ailleurs, 
les hépatocytes expriment de grandes quantités de la molécule CEACAM1 (Godfraind & Coutelier, 1998), 
le récepteur du MHV, et ils sont connus comme étant permissifs à l’infection au MHV-3 (Taguchi et al., 
1986).  De plus, les hépatocytes expriment aussi certains senseurs viraux, dont le TLR2 (Matsumura et al., 
2004). Il est postulé que la permissivité des hépatocytes  à l’infection par le MHV-3 et la présence du TLR2 
seraient impliquées dans l’augmentation de  l’expression des cytokines et chimiokines inflammatoires. 
3.3.1. La permissivité des hépatocytes à l’infection par le virus MHV-3. 
Le foie est majoritairement composé d’hépatocytes (Ishibash et al., 2009) et ces cellules sont parmi les 
premières à enclencher la réponse immunitaire innée hépatique (Nemeth et al.,  2009). Afin d’étudier la 
réponse immunitaire innée des hépatocytes lors de l’infection avec le virus L2-MHV-3, une lignée cellulaire 
hépatocytaire, les  FL83-B, a été utilisée. Ces cellules ont été infectées avec ce virus et à 4, 8, 12 et 16 h 







Figure 24: Niveaux d’expression génique de l’IL-6 (A, B) et de l’IFN-β (C, D) dans les cellules 
macrophagiques J774A.1 traitées avec un anticorps anti-TLR2 ou différents inhibiteurs de la voie 
d’endocytose ou de la phosphatase SHP-1 (NaSb) et infectées avec le virus L2-MHV-3 pour 22 h (A, 
C) ou 5 h (B, D). Des cellules ont été traitées avec l’anticorps anti-TLR2 ou avec chacun des inhibiteurs 
d'endocytose (voir Matériel et Méthodes) avant d’être infectées à une m.o.i. de 1 avec le virus L2-
MHV-3. L’ARN des cellules infectées et traitées ou non-traitées a été extrait à 5 h ou 22 h p.i. et les 
niveaux d’ARN cellulaire pour l’IL-6 et l’IFN-ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la 
méthode ΔΔCT sur la base des cellules non-infectées. Les résultats représentent trois expériences 









Les cellules infectées ont montré un ECP caractérisé par la formation de grappes cellulaires et la 
perturbation du tapis cellulaire et une baisse de viabilité cellulaire, tel que mesuré par les niveaux de 
MTS/PMS, vers  16 h p.i. (résultats non-montrés). Les niveaux de réplication virale ont été évalués par les 
quantités relatives d’ARN du gène N-MHV par qRT-PCR et les titres viraux ont été déterminés selon la 
méthode de dilutions décimales sur cellules L2. La figure 25A montre que le L2-MHV-3 a infecté les cellules 
hépatocytaires FL83-B et s’est répliqué progressivement jusqu’à 12 h p.i., tel que mis en évidence par les 
niveaux d’ARN du gène N-MHV (p ≤ 0.001). Par contre, à 16 h p.i., le niveau d’ARN viral a diminué en-deçà 
des niveaux mesurés à 8 h p.i. (p ≤ 0.001) (Fig. 25A). Cette cinétique reflète la production de particules 
virales infectieuses, tel que démontré par les titres de virus dans des surnageants cellulaires, puisque les 
titres de particules virales infectieuses ont graduellement augmenté jusqu’à 12 h p.i. (p ≤ 0.05 à 0.001) 
suivi d’une baisse à 16 h p.i. à des niveaux similaires à ceux observés à 8 h p.i. (p ≤ 0.001). Ces résultats 
démontrent que le virus L2-MHV-3 infecte les hépatocytes et se réplique rapidement dans ces cellules 
jusqu’à la mort cellulaire. 
 
3.3.2. Le L2-MHV-3 active les réponses inflammatoires antivirales chez les hépatocytes via sa fixation au 
TLR2 
Nous avons observé une augmentation des cytokines et des chimiokines inflammatoires dans le foie des 
souris infectées avec le virus  MHV-3 en présence d’une augmentation de la transcription seulement du 
TLR2 (Figs 8, 10 et 11), suggérant que les hépatocytes pourraient, à l’instar des macrophages (Figs 8 et 10) 
activer ces facteurs inflammatoires via sa fixation du virus au TLR2. Afin de vérifier les propriétés pro-
inflammatoires des hépatocytes, les cellules FL83-B ont été infectées avec le virus L2-MHV-3 et leur ARN a 
été extrait à 4, 8, 12 et 16 h p.i. Les niveaux d’induction génique des cytokines IL-6, TNF-α, de l’IFN-β et des 
chimiokines CCL2, CXCL-1 et CXCL-10 ont été évalués par qRT-PCR. La figure 26A révèle une induction 
rapide, dès 4 h p.i. (p ≤ 0.01) et soutenue jusqu’à 16 h p.i. (p ≤ 0.01 à 0.001) du TLR2 dans les hépatocytes 
infectés avec le L2-MHV-3. Une telle cinétique d’induction est également observée pour l’ARNm de l’IFN-β 
qui est significativement induit dès 8 h p.i. (p ≤ 0.05) et ce jusqu’à 16 h p.i. (p ≤ 0.001) mais à des niveaux 
très faibles. La figure 26D indique que le TNF-α a été significativement transcrit chez les hépatocytes FL83-
B infectés avec le virus L2-MHV-3 dès 8 h p.i. (p ≤ 0.01) et que cette induction a progressé lentement pour 
atteindre des niveaux beaucoup plus élevés entre 12 et 16 h p.i. (p ≤ 0.01 à 0.001). La cinétique de 






















Figure 25: Cinétique des niveaux d’expression de l’ARN de la nucléocapside du virus MHV-3 (A) et 
titres viraux (B) dans les surnageants d’hépatocytes FL83-B infectés avec le virus L2-MHV-3. Des 
cellules ont été infectées à une m.o.i. de 1 et l’ARN cellulaire a été extrait des cellules infectées ou 
non-infectées avec du L2-MHV-3 inactivé aux U.V. (CTRL-UV) ou infectieux à différents temps p.i. Les 
niveaux d’ARN viral de la nucléocapside ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode 
ΔΔCT. Les particules virales infectieuses sécrétées dans les surnageants ont été titrées par la 
technique de dilutions décimales sur des cellules L2 et les résultats exprimés en DICT
50
/ml. Les 










0.05) et une augmentation importante des niveaux d’ARNm à 12 h p.i. (p ≤ 0.001) avant la diminution 
observée à 16 h p.i. (p ≤ 0.001) où les niveaux restent tout de même plus élevés qu’à 8 h p.i. Les niveaux 
de transcription du gène de la chimiokine CCL2 ont été très peu augmentés dans ces cellules 
lorsqu’infectées avec le virus L2-MHV-3 et n’a atteint des niveaux significatifs qu’à 12 h p.i. (p ≤ 0.05) avec 
une légère augmentation à 16 h p.i. (p ≤ 0.01) (Fig. 26E). Par contre, les chimiokines CXCL1 et CXCL10 ont 
atteint des niveaux significatifs dès 8 h p.i. (p ≤ 0.01 et 0.05 respectivement) (Fig. 26 F et G) et ces niveaux 
ont progressé jusqu’à 16 h p.i. (p ≤ 0.001). Ces résultats démontrent que le TLR2 est induit dans les 
hépatocytes infectés au L2-MHV-3 et que les éléments primaires de la réponse immunitaire innée tels que 
les cytokines inflammatoires IL-6, TNF-α, les chimiokines CCL2, CXCL1, CXCL10 et l’IFN-β ont également été 
induits lors de cette infection. 
 
3.3.3. L’infection des hépatocytes FL83-B par le virus hautement virulent L2-MHV-3 entraîne une 
production rapide et soutenue des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et de l’IFN-β.  
Afin de vérifier si la transcription des facteurs inflammatoires observée dans  les hépatocytesFL83-B 
infectés  avec le virus L2-MHV-3 se traduit par un effet biologique, des cellules FL83-B ont été infectées et 
les protéines totales ont été extraites à 8, 12 et 16 h p.i. Les niveaux de l’IL-6, du TNF-α, de l’IFN-β et des 
chimiokines CCL2 et CXCL10 ont été quantifiés par des tests ELISA. Les figures 27A et B montrent que les 
cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α suivent la même cinétique de sécrétion que celle de leur 
transcription,  c’est-à-dire que des niveaux significatifs de sécrétion ont été détectés à 12 h p.i. (p ≤ 0.001 
et 0.01 respectivement) et ont atteint leur maximum à 16 h p.i. (p ≤ 0.001). Cette même progression dans 
la production d’IFN-β  a été observée et des niveaux significatifs ont été atteints dès 8 h p.i. (p ≤ 0.001) 
suivis d’augmentations graduelles à 12 et 16 h p.i. (p ≤ 0.001) (Fig. 27E), quoique les concentrations 
produites soient demeurées assez faibles. Par contre, la production des chimiokines CXCL10 et CCL2 a été 
rapidement augmentée, dès 8 h p.i. (p ≤ 0.001) et cette production est restée stable pour la durée étudiée 
de l’infection (p ≤ 0.05 à 0.01) (Fig. 27C et D). Ces résultats indiquent que la transcription de ces facteurs 

























Figure 26: Cinétique des niveaux d’expression génique de TLR2 (A), IFN-β (B), IL-6 (C), TNF-α (D), 
CCL2 (E), CXCL-1(F) et CXCL-10(G) dans les hépatocytes FL83-B infectés avec le virus L2-MHV-3. Des 
cellules ont été infectées à une m.o.i. de 1 et l’ARN extrait à différents temps p.i. Les niveaux d’ARN 
pour chacun des gènes ont été quantifiés par RT-PCR en temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la 
base des niveaux dans  des cellules non-infectées. Les résultats représentent la moyenne de trois 






3.3.4. La production des cytokines et chimiokines par les hépatocytes infectés par  le L2-MHV-
3 est partiellement dépendante du TLR2.   
Afin de vérifier si le récepteur de surface TLR2 joue un rôle dans la production des cytokines et chimiokines 
inflammatoires chez les hépatocytes infectées avec le L2-MHV-3, des cellules FL83-B ont été traitées avec 
des siTLR2 avant leur infection et l’ARNm a été extrait à 16 h p.i. Les niveaux d’ARNm des gènes de l’IL-6, 
du  TNF-α, des chimiokines CXCL1, CXCL10, CCL2 et de l’IFN-β dans les cellules traitées avec des siTLR2 ont 
été mesurés par qRT-PCR et comparés à ceux observés chez des hépatocytes infectés mais non-traités 
avec les siTLR2 ou ceux non-infectés et seulement traités avec des siTLR2.  Le blocage de l’expression du 
TLR2 dans les cellules FL83-B a entraîné une réduction quasi-totale de l’induction du TNF-α suite à 
l’infection au L2-MHV-3 (p ≤ 0.001). Seules de faibles quantités d’ARNm du TNF-α ont été détectées dans 
ces cellules suite à la diminution de l’expression génique de TLR2 chez les cellules infectées par rapport 
aux cellules non-infectées mais traitées (p ≤ 0.01). Par contre, le niveau de transcription de l’IL-6 à 16 h p.i. 
a été augmenté en présence des siTLR2 par rapport au niveau de transcription des cellules infectées mais 
non-traitées (p ≤ 0.01) (Fig. 28A). Il est à remarquer que le niveau de transcription de l’IL-6 reste 
relativement faible dans les hépatocytes même si l’infection virale entraîne son augmentation (p ≤ 0.001). 
D’autre part, les cellules traitées avec les siTLR2 ont montré un niveau significativement inférieur de la 
transcription de l’IFN-β (p ≤ 0.01) malgré une augmentation de la transcription de ce gène suite à 
l’infection virale (p ≤ 0.01).  Les niveaux d’IFN demeurent très faibles (Fig. 28C). Le TLR2 semble 
également impliqué dans l’induction des chimiokines pro-inflammatoires par les hépatocytes infectées 
avec le L2-MHV-3 puisque la réduction de son expression a significativement diminué la transcription des 
chimiokines CXCL1, CXCL10 et CCL2 (p ≤ 0.01 à 0.001) (Fig. 28D, E, F respectivement). Des niveaux 
significatifs de ces chimiokines sont tout de même détectés dans les cellules FL83-B prétraitées aux siTLR2 
(p ≤ 0.05 à 0.001) (Fig. 28D, E, F). Ces résultats supportent le rôle du TLR2 stimulateur de la réponse 









Figure 27: Cinétique des niveaux de sécrétion protéique de l’IL-6 (A), du TNF-α (B), du CXCL10 (C), 
du CCL2 (D) et de l'IFN-β (E) dans le surnageant d’hépatocytes FL83-B infectés avec le virus L2-MHV-
3. Des cellules ont été infectées à une m.o.i. de 1 et l’ARN des cellules infectées et non-infectées 
(CTRL) extrait à différents temps p.i. Les niveaux de cytokines et de chimiokines sécrétés dans le 
surnageant ont été quantifiés par des tests ELISA. Les résultats représentent la moyenne de trois 








Figure 28: Niveaux d’expression de l’ARNm de l’IL-6 (A), du TNF-α (B), de l’IFN-β (C), du CXCL1 (D), 
du CXCL10 (E) et du CCL2 (F) dans les hépatocytes FL83-B traités avec des petits ARNs interférants 
pour le gène TLR2 (siTLR2) et infectés avec les virus L2-MHV-3 ou MHV-A59 durant 22 h. Des cellules 
ont été  transfectées ou non avec 25nM d’ARN interférants murins siTLR2 avant d’être infectées à une 
m.o.i. de 1 avec le virus L2-MHV-3. L’ARN a été extrait des cellules infectées traitées ou non-traitées à 
16 h p.i. Les niveaux d’ARN cellulaires pour les différents gènes ont été quantifiés par RT-PCR en 
temps réel selon la méthode ΔΔCT sur la base des niveaux dans  des cellules non-infectées. Les 
résultats représentent la moyenne de trois expériences indépendantes et leur erreur type.  Lorsque 
comparé aux cellules infectées traitées aux siCon * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; ***; p ≤ 0.001 et † p ≤ 0.05; 




























4.1. Le rôle du TLR2 dans la gravité de l’hépatite aiguë induite par le virus  L2-MHV-3 
 
 
L’étude comparative des niveaux d’expression des gènes des senseurs microbiens, des cytokines  et 
alarmine, des IFN de type 1 et des chimiokines  dans le foie suite à l’infection des souris C57BL/6 ou 
tlr2-/- avec le virus hautement hépatotrope MHV-3 a permis de confirmer le rôle inhibiteur du TLR2 
dans l’induction des niveaux d’expression de l’ARNm des senseurs TLRs et des hélicases, à l’exception 
du TLR2, et, simultanément, dans l’augmentation de la réplication virale et de la réponse 
inflammatoire autant au niveau des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α que des chimiokines 
CXCL1, CXCL10 et CCL2. 
Le sérotype MHV-3 est le plus virulent des MHV induisant une hépatite fulminante chez les souris 
susceptibles infectées menant à la mort en 3 à 5 jours p.i. (Le Prévost et al., 1975). Par ailleurs, des 
études réalisées par Jacques et al. (2009) ont démontré que ce sérotype active le récepteur de 
surface cellulaire TLR2 et que ceci mène à une forte induction des cytokines pro-inflammatoires IL-6 
et TNF-α dans les macrophages péritoneaux  Il était donc nécessaire de vérifier si effectivement, la 
présence du TLR2 pouvait être impliquée dans l’aggravation de l’hépatite virale et la réplication virale 
avant de chercher à identifier le ou les mécanismes viraux responsables de l’activation du TLR2 dans 
les macrophages infectés avec le sérotype MHV-3.  
L’aggravation de l’hépatite par le TLR2 lors de l’infection avec le virus MHV-3 s’est tout d’abord 
révélée par la diminution des  symptômes cliniques observés chez les souris tlr2-/- infectées par 
rapport à ceux observés chez les souris C57BL/6 infectées. Cette diminution des symptômes 
s’explique par une diminution des lésions hépatiques telle que révélée par l’histopathologie du foie. 
Les régions nécrotiques extensives observées dans le foie de souris C57BL/6 infectées étaient de 
beaucoup diminuées chez les souris  trl2-/-. La forte baisse des niveaux sériques des transaminases 
hépatiques ASAT/ALAT chez ces souris  confirment la diminution de la gravité de l’hépatite en 
absence du TLR2. Par ailleurs, la gravité de l’hépatite chez les souris possédant le TLR2 concorde avec 
les niveaux de réplication  virale, telle que mesurée par les niveaux d’ARN de la nucléocapside virale 
(N-MHV) par qRT-PCR et les titres viraux plus élevés retrouvés dans les foies de souris C57BL/6 
infectées. 
La virulence du sérotype MHV-3 dont l’hépatite fulminante mène à la mort des souris, dans la plupart 





foie  (Le Prévost et al., 1975). In vitro, cette virulence du MHV-3 a été associée à la formation de très 
larges syncytia, essentiellement des cellules multi-nucléées (Schindler et al., 1983; Lamontagne et 
Dupuy, 1984),  phénomène beaucoup moins évident lors d’infection chez des souris dites semi-
susceptibles où les niveaux de réplication virale étaient aussi plus faibles (Virelizier et Allison, 1976).  
Par ailleurs, l’étude des niveaux d’induction génique des senseurs microbiens au niveau des foies de 
souris C57BL/6 ou tlr2-/- infectées avec le virus  L2-MHV-3 a révélé que seul le détecteur viral TLR2 a 
été induit de façon significative dans le foie des souris C57BL/6 et que cette induction a progressé 
significativement tout au long du développement de l’hépatite, suggérant une activation soit 
proportionnelle à la quantité de virus infectieux produits, soit  reflétant une nombre accru de cellules 
infectées exprimant le TLR2 et/ou les deux mécanismes simultanément. L’induction de la 
transcription du gène du TLR2 est connue comme étant sous la dépendance de la voie MyD88 et cette 
voie est aussi impliquée dans l’activation de la transcription des autres senseurs microbiens via le 
facteur de transcription NF-B (revue dans Hu et al., 2007). Malgré l’activation du TLR2 lors de 
l’infection par le virus L2-MHV-3, aucun autre senseur microbiens n’a été significativement  transcrit, 
ce qui suggère l’absence d’activation de la voie NF-B. Aucune augmentation de mARN pour le gène 
MyD88 n’a été observé chez les souris C57BL/6 infectées avec le virus MHV-3 (résultats non-
montrés), ce qui supporte en partie cette hypothèse puisque l’activation du MyD88 déjà présent dans 
les cellules pourrait  permettre l’augmentation de l’expression des TLRs. Cette hypothèse est 
renforcée par le fait que l’invalidation du TLR2. chez les souris tlr2-/- n’a eu quasi aucun effet sur les 
niveaux de transcription des autres senseurs microbiens. Cette hypothèse est renforcée par le fait 
que l’invalidation du TLR2 chez les souris tlr2-/- n’a eu quasi aucun effet sur les autres senseurs 
microbiens, suggérant l’existence d’un mécanisme d’évasion des senseurs viraux indépendant du rôle 
du TLR2.  La réplication virale du MHV se produit entièrement dans le cytoplasme où elle est 
catalysée par un complexe de réplication-transcription encore mal connu et possiblement 
transitoirement situé à l’intérieur de vésicules à double membranes présumément dérivées du 
réticulum endoplasmique et recrutées par certaines des nsp contenues dans la réplicase (revue en 
King et al., 2011). Cette structure en double membrane pourrait alors être impliquée dans l’absence 
d’activation des senseurs viraux . 
 Le fait que seul la transcription du TLR2 ait été augmentée suite à l’infection virale, suggère une voie 





Les rôles des différents senseurs microbiens dans la détection des virus MHV et le déclenchement des 
réponses immunitaires innées contre ces virus sont très peu connus. Le TLR-4 a été impliqué dans la 
pathogénèse de l’infection respiratoire par le MHV-Khanolkar et al. (2009) et Cervantes-Barragan et 
al., (2007) ont démontré que le TLR-7 détectait le MHV-A59 dans les cellules dendritiques. D’autre 
part,  il a été récemment démontré que la stimulation des TLR2, TLR4 ou TLR7 avant l’infection 
n’affectait pas la production de MHV infectieux dans les macrophages J774A.1 mais que la pré-
stimulation du TLR-3 diminuait l’infection induite par le MHV-A59 et le MHV-3 dans ces macrophages 
via la production d’IFN-β (Mazaleuskaya et al., 2012). Pourtant, l’infection des macrophages de souris 
susceptibles C57BL/6 avec le virus MHV-3 induit une production rapide de d’IL-6 et de TNF-α et cette 
réponse hâtive est dépendante du TLR2 (Jacques et al., 2009).  Nous avons mis en évidence cet effet 
activateur du MHV-3 sur le niveau d’expression génique du TLR2 dans le foie des souris C57BL/6 
infectées avec ce virus, au contraire ce qui a été mis en évidence chez des souris tlr2-/- infectées, 
supportant le rôle du TLR2 dans l’aggravation de l’inflammation hépatique induit par le virus MHV-3, 
et non seulement dans des macrophages infectés  in vitro. 
 Cette propriété d’activation spécifique du TLR2 serait propre au sérotype MHV-3 puisque cette 
induction rapide de cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages n’a pas été observée lors de 
l’infection avec le virus MHV-A59 (Zhou et al., 2012). Des études in vivo seraient nécessaires pour 
confirmer qu’effectivement, le virus MHV-A59 n’induit pas spécifiquement la transcription du TLR2. 
Le fait que seul la transcription du TLR2 ait été augmentée suite à l’infection par le MHV-3, suggère 
une voie d’activation spécifique pour ce senseur,  mais l’identification de cette voie nécessite des  
approches  in vitro par l’infection des cellules  hépatiques responsables. 
La plupart des études sur les senseurs microbiens lors d’infections avec des virus MHV ont été 
réalisées dans le contexte de l’infection neurologique induite par le MHV-A59  et non dans un 
contexte de l’hépatite puisque ce sérotype induit une hépatite très modérée par rapport aux effets 
neurologiques (Roth-Cross et al., 2008; Li et al., 2010). De plus, ces études se sont surtout intéressées 
à l’induction de la réponse IFN de type I, déclenchée entre autre par les TLRs endosomaux TLR-3, TLR-
7/8, TLR-9 et les hélicases RIG-I et MDA5 (Yang et al., 2012) puisqu’il s’agit de la réponse antivirale 
permettant de contrôler la réplication virale.  
Les résultats observés in vivo sur les niveaux de transcription et de traduction des IFN de type 1 dans 





contraire de celle de l’IFN- via la voie IRF-7 principalement. Par contre, la cette réponse en IFN- ne 
s’est pas traduite par un niveau élevé d’IFN- et au contraire, semble est en relation avec 
l’augmentation de la réplication virale suggérant que cette augmentation de transcription d’IFN- ne 
réflète que l’aggravation de l’infection virale Il n’est alors pas surprenant d’observer que les niveaux 
d’induction génique et de sécrétion protéique de l’IFN-β soient significativement moindres chez les 
souris tlr2-/-, compte tenu de la réplication moins forte dans le foie de ces souris.  Ces résultats 
suggèrent que le TLR2  activé lors de l’infection par le virus MHV-3 pourrait moduler  légèrement la 
réponse IFN-β face à ce pathogène. Cette réponse différentielle  de la transcription de l’IFN-β entre 
les souris C57BL/6 et tlr2-/- face à l’infection avec le virus MHV-3 serait dépendante de la voie IRF-7 
puisque la cinétique de transcription de ce facteur est similaire à celle de l’IFN-β, possiblement par les 
voies des hélicases (Yang et al., 2012). Néanmoins, seuls de faibles niveaux de production protéique 
de l’IFN-β ont été observés même dans les souris C57BL/6, suggérant un mécanisme d’évasion de 
l’immunité innée peu modulée par la présence du TLR2 dans le cas de l’infection par le MHV-3. Il a été 
démntré que le MHV-A59 possède plusieurs mécanismes d’évasion de la réponse antivirale IFN de 
type I, autant au niveau de la transcription que de la traduction, notamment grâce à certaines nsp 
(revue dans Rose et Weiss, 2009). Par contre, ces mécanismes n’ont pas encore été étudiés los de 
l’infection par le MHV-3 et  la résistance du sérotype MHV-3 face à la réponse IFN type I n’est pas 
connue.  Il est fort possible que les mécanismes d’évasion de l’IFN de type I observé chez les cellules 
infectées avec le sérotype MHV-A59 soient aussi présents lors de l’infection avec le MHV-3, puisque 
les niveaux de traduction de l’IFN- demeurent faibles malgré une augmentation de sa transcription 
dans le foie des souris  infectées. 
 Par ailleurs, des études réalisées par Jacques et al. (2009) ont démontré que le MHV-3 activait le 
récepteur de surface cellulaire TLR2, en association avec l’héparane sulfate, menant à une forte 
induction des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α. L’importance du TLR2 dans l’infection in 
vivo avec le virus hautement hépatotrope L2-MHV-3 s’est révélée confirmée au niveau de la 
transcription et de la traduction des cytokines et chimiokines pro-inflammatoire pusique que les 
souris tlr2-/- infectées avec le MHV-3 ne développent pas une réponse en IL-6 et TNF-α aussi 
importante, autant au niveau de la transcription que de la traduction, que les souris C57BL/6 
possédant le récepteur TLR2, et ce, à tous les temps p.i. De plus, l’importance de cette différence des 
niveaux d’IL-6 et de TNF-α entre souris possédant le TLR2 et celles dépourvues de ce récepteur 





bien connu que lors d’hépatite aiguë, l’amplification de la réponse inflammatoire induite par 
l’activation des TLR mène à la production excessive de cytokines inflammatoires, tel que l’IL-6 et le 
TNF-α ce qui peut contribuer activement à la pathologie (revue dans Parker et al., 2007). La fixation 
du L2-MHV-3 au TLR2 serait donc un déterminant clé dans la sévérité de l’hépatite induite par un 
excès de cytokines pro-inflammatoires observée lors d’infections avec ce sérotype. L’approche in vivo 
ne permet pas d’identifier le mécanisme responsable de cette activation inflammatoire. Par contre, il 
est connu que l’activation du TLR2 déclenche les cascades de signalisation menant à l’activation du 
NF-κB et des MAPKs JNK1/2 et p38 nécessaires à l’induction des facteurs de transcription des 
cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α, p50/p65 et AP-1  respectivement (Yang et al., 2012). 
D’autre part, la réplication virale du MHV-3 implique l’activation rapide de la p38 par un mécanisme 
toujours inconnu (McGilvray et al., 1998) et les cellules spécifiquement impliquées dans cette voie 
restent à être déterminés. 
L’importance de la fixation du MHV-3 au TLR2 sur les niveaux de chimiokines libérées est également 
révélée par l’étude comparative entre souris C57BL/6 et tlr2-/- infectées. Nos résultats révèlent que 
l’infection des souris avec le L2-MHV-3 a induit des niveaux importants de transcription des gènes des 
chimiokines CXCL1, CXCL10 et CCL2 dans le  foie  et ces augmentations ont progressé tout au long de 
l’infection à 72 h p.i. L’induction de ces chimiokines lors de l’infection au L2-MHV-3 est fortement 
dépendante de l’activation du TLR2 puisque les niveaux d’ARNm et de protéines de celles-ci ont chuté 
drastiquement dans les souris tlr2-/-. La transcription de ces chimiokines est aussi dépendante des 
voies NF-κB et p38 MAPK, notamment activées par le TLR2 (revue en Newton  & Dixit, 2012).  
Le rôle des chimiokines est très peu connu au niveau du foie lors d’une infection avec un MHV, 
puisque les travaux réalisés se sont intéressés au recrutement de cellules inflammatoires dans le 
cerveau. Pourtant les chimiokines jouent un rôle primaire dans l’inflammation notamment au niveau 
du foie où les hépatocytes sont parmi les cellules hépatiques produisant les niveaux les plus 
importants de chimiokines (Wasmuth et al., 2010) et l’augmentation de l’expression de ces 
chimiokines au niveau des hépatocytes se produit avant l’observation des dommages hépatiques et 
l’infiltration de cellules inflammatoires (Leifeld et al., 2003). Les chimiokines CXCL1, CXCL10 et CCL2 
possèdent des propriétés chemoattractives pour les populations de neutrophiles, macrophages, 
cellules NK, lymphocytes et monocytes respectivement (Saiman et Friedman, 2012) et ces cellules 





dans Zimmermann et al., 2012). Effectivement, un recrutement des cellules NK1.1+ et NK-T au niveau 
du foie lors d’infection avec différents variants de pathogénicité dérivés du virus MHV-3 a déjà été 
observé (Lehoux et al., 2004; Jacques et al., 2008) mais ces cellules se sont avérées permissives à 
l’infection par le MHV-3 et sont mortes rapidement par apoptose. Les autres populations cellulaires 
recrutées par ces chimiokines, telles que les macrophages et les lymphocytes B ont été montrés 
également permissives à l’infection par le MHV-3 (Jolicoeur et Lamontagne, 1989; Taguchi et al., 
1986). Il est postulé que la forte induction de chimiokines dépendant du TLR2 favorise le recrutement 
important de ces cellules inflammatoires, mais leurs effets anti-viraux ne peuvent être efficaces suite 
à leur permissivité à l’infection virale. Il est fort probable que les cellules recrutées aient quand même 
le temps ou soient activés à produire encore plus de cytokines inflammatoires, aggravant ainsi 
l’hépatite. Des études in vivo sur la cinétique de recrutement de ces cellules seraient alors très 
pertinentes. 
Nos résultats des expériences d’infection in vivo a mis en lumière, pour la première fois, le rôle 
aggravant du TLR2 dans la production de cytokines et chimiokines dans le foie de souris infectées 
avec le virus MHV-3. En se liant au TLR2, le virus MHV-3 sur-stimule la réponse inflammatoire, tel que 
montré par des niveaux importants des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α, des chimiokines 
CXCL1, CXCL10 et CCL2 et une induction de l'ARNM de l'IFN-β accrue. Par ailleurs, l’activation de la 
voie TLR2 semble favoriser la réplication virale, probablement via la phosphorylation de la MAPK p38  
qui est aussi essentielle à la réplication virale tel que décrit par McGilvray et al. (1998). Des études 
sont en cours afin d’identifier les cellules hépatiques exprimant le TLR2 responsables de cette 
hépatite aiguë et les mécanismes spécifiques de l’activation du TLR2 par le L2-MHV-3. 
 
4.2. Un nouveau mécanisme d’évasion de la réponse immune innée du virus hautement 
hépatotrope MHV-3 via la voie endocytaire TLR2/radeaux lipidiques/cavéoline. 
L’étude du rôle du TLR2 sur les propriétés inflammatoires des lignées macrophagiques infectées avec 
le sérotype fortement hépatotrope MHV-3 par rapport au virus modérément hépatotrope MHV-A59,  
a permis de démontrer que la forte virulence du MHV-3, à l’opposé du virus MHV-A59, était modulée 
par sa capacité à se fixer aux récepteurs TLR2 et CEACAM1 à l’intérieur de complexes radeaux 
lipidiques/cavéoline à la surface des macrophages. Cette propriété a été seulement retrouvée avec le 





détection subséquente par les TLRs endosomaux et les hélicases cytoplasmiques. Par ailleurs, cette 
stratégie nouvelle d’échappement viral empêche le développement de la réponse antivirale par les 
IFN de type I, tout en stimulant la production de cytokines inflammatoires via une voie d’activation 
dépendante du TLR2. 
Il avait déjà été démontré que la réplication du sérotype modérément virulent MHV-A59 dans les 
macrophages était une étape critique dans l’expression de son hépatotropisme et dans la défense 
innée antivirale, puisque la déplétion des macrophages augmentait la propagation virale et l’hépatite 
et conduisait à la mort subite des souris en moins de quatre jours (Wijburg et al., 1997). Cet effet 
«protecteur» de l’infection des macrophages n’a jamais été observé chez des souris normales 
infectées avec le sérotype hautement virulent MHV-3, suggérant l’existence d’un mécanisme 
d’échappement viral de la réponse antivirale des macrophages, mécanisme qui était encore inconnu 
avant cette étude.  
Nous avons démontré que le variant hautement virulent MHV-3 se répliquait plus rapidement et 
atteignait des niveaux plus élevés de production de novo de particules virales infectieuses dans les 
lignées macrophagiques J774A.1 et RAW264.7 que le variant MHV-A59, et ce, malgré des 
pourcentages d’ECP comparables. Ces observations suggèrent que le virus MHV-3 échapperait 
potentiellement aux mécanismes antiviraux innés des macrophages. Effectivement, les niveaux 
d’expression génique des TLR-3 et TLR-7 endosomaux ainsi que du TLR-4 de surface et des hélicases 
cytoplasmiques n’ont pas été significativement induits par l’infection avec le virus MHV-3 tandis qu’ils 
l’ont été suite à l’infection avec le virus MHV-A59. Seuls les niveaux d’ARNm du TLR2 ont été 
augmentés de façon importante lors de l’infection des macrophages avec le virus MHV-3 et non pas 
avec le virus MHV-A59. 
Les principaux rôles des capteurs viraux que sont les TLRs de surface et endosomaux et les hélicases 
sont la détection d’acides nucléiques viraux et l’induction de la réponse interféron de type I sous 
forme de sécrétion d’IFN-α/β impliqués dans le contrôle et/ou l’élimination virale. L’activation des 
récepteurs de surface TLR2 et TLR-4 ou endosomaux TLR-7/8 et TLR-9 passe par la voie NF-κB 
impliquée dans la transcription des gènes des cytokines tandis que l’activation du TLR-3 endosomal et 
des hélicases intracytoplasmiques RIG-I et MDA5 activent plutôt la production d’IFN de type I (Yang et 
al., 2012; Satoh et al., 2010). Nos résultats ont montré que ni l’expression génique de l’IFN-β, ni celle 





le MHV-3 alors, qu’au contraire, tous ces marqueurs de réponse antivirale ont été fortement induits 
dans les macrophages infectés avec le virus MHV-A59. Cette absence de réponse des macrophages 
infectés avec le virus MHV-3 aurait dû entraîner une faible ou une absence de production des 
cytokines inflammatoires. Au contraire, quoiqu’aucune induction des détecteurs viraux, à l’exception 
du TLR2, n’ait été exclusivement observée dans les macrophages J774A.1 et RAW264.7 infectées avec 
le MHV-3, les niveaux de transcription génique des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α ont été 
rapidement augmentés dans ces cellules infectées par ce virus et la production de ces cytokines a 
atteint des niveaux beaucoup plus importants que ceux observés dans les cellules infectées avec le 
virus MHV-A59. Ces résultats suggèrent que l’infection des macrophages avec le virus MHV-3 peut 
non seulement activer rapidement la voie TLR2 mais que cette seule activation pourrait être 
responsable de la production rapide et importante des cytokines inflammatoires. 
L’activation des TLRs de surface via la voie MyD88-dépendante peut conduire directement à la 
phosphorylation des MAPKs p38, ERK1/2 et JNK, impliquées dans la transcription de l’IL-6 (Kawai & 
Akira, 2008). Nous avons démontré que la MAPK p38 était rapidement phosphorylée, dans les 
premières 30 minutes, lors de l’infection des macrophages avec le virus MHV-3 mais non pas avec le 
virus MHV-A59. Une telle rapidité de phosphorylation de la MAPK p38 est similaire à la cinétique 
observée avec un agoniste synthétique du TLR2 suggérant que la fixation du MHV-3 au TLR2 jouerait 
un rôle dans l’activation de la voie p38 MAPK et l’induction subséquente de l’IL-6. De plus, l’ajout d’un 
anticorps neutralisant contre le TLR2 a bloqué la production d’IL-6 associée à l’infection au MHV-3, 
renforçant le rôle du TLR2 dans cette induction de cytokines. McGilvray et al. (1998) ont révélé une 
activation rapide de la MAPK p38, dans les cinq premières minutes de l’infection des macrophages 
avec le MHV-3, suivie de la phosphorylation des ERK MAPK impliqué dans la production de la 
prothrombinase fgl2, responsable de la thrombose des sinusoïdes hépatiques des souris infectées 
avec le MHV-3. Jacques et al. (2009) ont aussi mis en évidence une production d’IL-6 et de TNF-α 
dépendante du NF-κB et de la MAPK p38 dans les macrophages infectés avec le MHV-3 suite à la 
liaison de la protéine de surface virale avec les molécules TLR2 situées dans les régions riches en 
héparane sulfate de la surface cellulaire. Nous avons observé une augmentation rapide de l’ARN de la 
nucléoprotéine virale chez des macrophages infectés avec le virus MHV-3 infectieux (en moins de 10 
minutes p.i.) et de façon similaire, mis en contact avec le virus MHV-3 inactivé aux rayons UV 
(réponse maximale à 10 minutes p.i.), mais pas avec le virus MHV-A59, suggérant que la fixation virale 





MHV-3 sont impliqués dans la réplication rapide et forte  (à moins de 60 minutes), tel qu’observée 
dans les macrophages infectées. Ces résultats suggèrent que la fixation du virus MHV-3 à des 
récepteurs et/ou d’autres molécules de surface cellulaire serait suffisante pour l’induction de la voie 
de signalisation intracellulaire menant à la production de l’IL-6.  
Il a été récemment démontré que la voie p38 MAPK peut jouer un rôle majeur dans l’induction de l’IL-
6 et du TNF-α dans les macrophages stimulés avec du LPS (Tapia-Abellan et al., 2013), suggérant 
qu’une voie TLR de surface est impliquée, probablement la voie TLR-4 dans ce cas. Cependant, 
l’infection avec le virus MHV-A59 a également induit la phosphorylation de la MAPK p38 dans les 
cellules infectées, mais seulement à partir de 6 h p.i. (Banerjee et al., 2002) tandis que cette voie de 
signalisation a été  beaucoup plus rapidement activée dans les cellules infectées avec le MHV-3 
suggérant que les voies d’activation de la MAPK p38 par le MHV-3 et les MHV-A59 seraient très 
différentes. 
La fixation de particules virales à leur récepteur cellulaire peut activer des voies de signalisation 
menant à des changements dans la membrane de la cellule-hôte nécessaire pour favoriser la fixation,  
l’entrée, l’infection et, aussi,  la neutralisation des défenses cellulaires. La molécule CEACAM1a est 
bien connue pour être le récepteur de tous les sérotypes de virus MHV. Cette protéine est présente à 
la surface des hépatocytes, des cellules endothéliales et des macrophages (Beauchemin et al., 1999; 
Godfraind et Coutelier, 1998). En dépit du fait que tous les sérotypes utilisent le CEACAM1a comme 
récepteur viral, les souris dépourvues du gène ceacam1 sont résistantes à l’infection par le virus  
MHV-A59, mais non pas à l’infection avec le virus MHV-JHM ou, in vitro, avec le virus MHV-3 dans les 
macrophages (Miura et al., 2008; Jacques et al., 2009), suggérant la possibilité qu’un autre récepteur 
puisse être impliqué dans l’induction de l’hépatite virale. Nous avons démontré, grâce à l’usage de 
siRNAs dirigés contre le gène ceacam1 et/ou celui du tlr2, que la réplication virale du MHV-3 
dépendait de ces deux récepteurs tandis que la réplication du MHV-A59 ne dépendait que de 
l’expression de la molécule CEACAM1. 
La co-association de récepteurs spécifiques, comme le TLR2, avec d’autres molécules présentes à la 
surface cellulaire a déjà été rapportée (Hajishengallis et al., 2008). De fait, les protéoglycanes de 
l’héparane sulfate peuvent servir comme facteurs d’attachement pour plusieurs virus comme les 
flavivirus, le virus de l’hépatite C et des rétrovirus (revue dans  Kalia et Jameel, 2011). Jacques et al. 





dans l’induction de cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages infectés avec le virus MHV-3. 
Nos résultats révèlent que le CEACAM1a collabore avec le TLR2 dans l’induction de la réplication 
virale et dans la production de la réponse IL-6, suggérant qu’un complexe CEACAM1a/TLR2/héparane 
sulfate pourrait être impliqué dans l’activation de la production de cytokines inflammatoires. Cette 
hypothèse est aussi supportée par la réduction des niveaux d’induction des gènes de la nucléocapside 
virale, de l’IL-6 et des niveaux de sécrétion protéique de cette cytokine, dans les macrophages 
traitées avec des siCC1 et/ou des siTLR2 avant l’infection avec le MHV-3. Le TLR2, tout comme le 
CEACAM1 seraient donc impliqués autant dans la réplication virale du MHV-3 que dans la réponse 
inflammatoire conséquente à l’infection. Nous avons également validé les observations de Zhou et al. 
(2010) à l’effet que la voie TLR2 n’était pas impliquée dans la réponse inflammatoire des 
macrophages infectés avec le virus MHV-A59. Une étude récente avait également observée que la 
stimulation par des agonistes des voies TLR2 et TLR-4 n’avait aucun effet sur la réplication virale du 
MHV-A59, supportant encore une fois le fait que le TLR2 n’était pas impliqué dans le réplication virale 
et la réponse inflammatoire des macrophages infectés avec ce virus  (Mazaleuskaya et al., 2012). 
La fixation des particules virales aux récepteurs, co-récepteurs et/ou molécules d’attachement à la 
surface cellulaire est normalement suivie par l’inteARNlisation de ces particules via plusieurs voies 
endosomales ou par fusion cellulaire dans le cas de virus enveloppés (revue dans Pelkmans et 
Helenius, 2003). À cet effet, lors de l’infection des macrophages par le virus MHV-3, nous avons 
observé une augmentation très rapide des niveaux du gène viral N-MHV par  qRT-PCR, dès 5 minutes 
p.i., ce qui n’a pas été le cas avec le virus MHV-A59, suggérant une fixation plus efficace et/ou une 
inteARNlisation plus rapide des particules MHV-3. Grâce à l’usage d’inhibiteurs d’endocytose ou 
d’acidification de vésicules endosomales, comme la chlorpromazine et la chloroquine, nous avons 
démontré que l’inteARNlisation des deux sérotypes MHV-3 et MHV-A59 se faisait par la voie 
endosomale dépendante de la clathrine et que la réplication virale de ceux-ci dépendait aussi de la 
fusion membranaire pH-dépendante dans les vésicules endosomales.  
La voie endosomale dépendante de la clathrine est la voie d’inteARNlisation de substances via un 
récepteur la plus utilisée par les virus et l’acidification subséquente des endosomes contenant les 
particules virales initie la fusion cellulaire intracytoplasmique de plusieurs virus enveloppés. Il a été 
rapporté que l’entrée du virus MHV-A59 dépendait non seulement de l’endocytose via la clathrine, 





Gallagher, 2004). Par contre, cette dépendance du cholestérol avec le virus MHV-A59 n’affecterait 
pas la fixation de la protéine virale S à son récepteur CEACAM1a mais serait plutôt nécessaire aux 
étapes subséquentes de la fusion membranaire. L’absence d’effet du traitement des macrophages 
avec le nystatin, un agent séquestrant le cholestérol, sur la réplication virale du MHV-A59 supporte 
l’hypothèse à l’effet que l’entrée de ce virus dans les macrophages se fait entièrement par la voie 
endosomale dépendante de la clathrine plutôt que par la fusion cellulaire dépendante du cholestérol. 
Par ailleurs, nous avons observé que la production d’IL-6 par les macrophages infectés avec le virus 
MHV-3 n’était pas altérée par le traitement avec un inhibiteur de la voie endosomale dépendante de 
la clathrine, suggérant que les détecteurs endosomaux comme le TLR-3 et le TLR-7 ne sont pas 
impliqués dans l’induction rapide de cette réponse IL-6. Il a déjà été démontré que la protéine S du 
virus MHV pouvait se lier de façon spontanée aux radeaux lipidiques de la membrane cellulaire et que 
la réduction des niveaux de cholestérol retardait la fusion cellule à cellule médiée par la protéine 
virale S. Par contre,  le mécanisme impliqué n’a jamais été identifié (Choi et al., 2005).  Nos résultats 
suggèrent un rôle possible du TLR2 comme facteur d’attachement responsable de l’association de la 
protéine S avec  les radeaux lipidiques cellulaires, possiblement en collaboration avec l’héparane 
sulfate (Jacques et al., 2009). L’association du MHV-3 au complexe TLR2/radeaux lipidiques suggère 
que ce virus pourrait également utiliser la voie endocytaire dépendante de la cavéoline, qui elle 
dépend du cholestérol et de la dynamine, comme mode d’infection en plus de la voie d’endocytose 
dépendante de la clathrine. Cette voie d’endocytose dépendante de la cavéoline est utilisée par 
certains virus, mais elle semble être moins efficace et surtout plus lente (Parpal et al., 2001). Les 
endosomes qui en résultent ne sont d’ailleurs pas acidifiés, étape parfois cruciale à la fusion 
membranaire de certains virus, ce qui réduit significativement leur réplication virale (Pelkmans et al., 
2004). Effectivement, la fusion de l’enveloppe des virus MHV avec la membrane cellulaire est pH-
dépendante (Bosch et al., 2003). 
Nous avons démontré que le TLR2 est impliqué dans l’activation rapide de la MAPK p38 par le MHV-3 
dans les macrophages infectés et que cette rapidité d’activation est similaire à la vitesse observée 
avec un ligand synthétique du TLR2. Il est connu que le TLR2 peut se déplacer à l’intérieur de radeaux 
lipidiques suite à sa stimulation par un agoniste TLR2/-1 et ainsi déclencher une réponse 
inflammatoire via la voie MyD88 (Shin et al. 2008; Yoon et al., 2008). Par ailleurs, l’intégrité des 





radeaux lipidiques suite au traitement avec du nystatin, un inhibiteur de la voie cavéoline/radeaux 
lipidiques, augmente la réplication du MHV-3 mais pas celle du MHV-A59 dans les macrophages 
infectés. Cette augmentation des niveaux d’ARN de la N-MHV est observable dès 5 h p.i. Pourtant, la 
réduction des niveaux de cholestérol devrait inhiber l’entrée des virus MHV et la fusion cellule à 
cellule lors d’infections par ces virus (Thorpe & Gallagher, 2004). Le remodelage des radeaux 
lipidiques de la membrane plasmique suite à la modulation des niveaux de cholestérol peut activer la 
MAPK p38 via les voies TLR2, TLR-4 et MyD88 dans les macrophages (Smoak et al., 2010). Les 
mécanismes responsables de l’activation de voies de signalisation par les complexes TLR/cholestérol 
ne sont pas bien élucidés mais l’interaction de la cavéoline-1 avec d’autres molécules de surface, telle 
que le TLR-4, joue un rôle prépondérant dans la régulation de l’endocytose dépendante de la 
cavéoline (Wang et al., 2009). Il a été récemment proposé qu’une certaine compétitivité existait entre 
la voie  endosomale  dépendante de la clathrine et celle dépendante de la cavéoline puisque 
l’atténuation de la voie cavéoline par le traitement avec du nystatin augmentait l’endocytose, par la 
voie de la clathrine, de molécules solubles par des cellules tumorales (Cheng et al., 2011). 
Nous pouvons postuler que la séquestration des particules du virus MHV-3 dans les vésicules 
TLR2/radeaux lipidiques/cavéoline permet au virus d’échapper aux détecteurs viraux endosomaux 
comme les TLR3 et 7 et subséquemment aux hélicases cytoplasmiques RIG-1 et MDA5. L’hypothèse 
d’échappement du MHV-3 par sa fixation et/ou son inteARNlisation dans le complexe d’endocytose 
TLR2/radeaux lipidiques/cavéoline est soutenue par l’observation que les niveaux d’induction 
génique des TLRs endosomaux et des hélicases, responsables de la  détection virale, représentent les 
mêmes niveaux que ceux observés lors de l’infection avec le virus MHV-A59 lorsque le cholestérol est 
séquestré par traitement avec du nystatin. Par ailleurs, la destruction des radeaux lipidiques par le 
traitement avec du nystatin rétablit aussi l’induction génique de l’IFN-β dans les macrophages 
infectés avec le  MHV-3. Itoh et al., (2008) ont démontré que la voie endosomale dépendante de la 
clathrine est importante dans la production de l’IFN-β en réponse à de l’ARNdb. Ces résultats 
supportent l’hypothèse à l’effet que l’absence de réponse antivirale via la transcription et la 
traduction de l’IFN-β suite à l’infection de macrophages avec MHV-3 est une conséquence de la 
capacité du virus à exploiter la voie d’endocytose dépendant de la cavéoline via sa fixation sur le TLR2 
et ainsi, éviter la détection par les TLR endosomaux et hélicases cytoplasmiques de la voie 





Néanmoins, l’activation de la voie d’endocytose radeaux lipidiques/cavéoline dépendante par les 
particules virales peut également déclencher des voies de signalisation intracellulaires dès leur 
attachement à la surface (revue dans Kalia et Jameel, 2011). Nos résultats indiquent que la 
transcription plus hâtive et la production plus importante des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et 
TNF-α par les macrophages infectés avec le MHV-3 comparativement à ceux infectés avec le virus 
MHV-A59 impliquent des voies de signalisation par des récepteurs CEACAM1 et TLR2, tel que 
démontré par les traitements aux siCC1, siTLR2 et les anticorps neutralisant α-TLR2. Il est postulé que 
la fixation de la protéine S virale du MHV-3 à ces récepteurs localisés dans les radeaux lipidiques de la 
membrane plasmique serait responsable de l’activation rapide des voies de signalisation via le MyD88 
menant à la transcription et à la production des cytokines inflammatoires. Islam et al. (2011) ont 
démontré que la perturbation des radeaux lipidiques inhibait la sécrétion de TNF-α induite par le LPS. 
Plus récemment, Ben et al. (2013) ont démontré que la production du TNF-α via la voie d’endocytose 
dépendante de la cavéoline était reliée aux voies de signalisation des MAPKs p38 et JNK. L’activation 
rapide de ces cytokines dans les macrophages péritonéaux infectés avec L2-MHV-3 infectieux et, aussi 
inactivé par les UV est également dépendante de la MAPK p38 (Jacques et al., 2009). De plus, nous 
avons observé une phosphorylation rapide de la p38 dans les macrophages infectées au L2-MHV-3 
suggérant qu’elle est impliquée dans la production rapide de l’IL-6.  Il a également été démontré que 
la production rapide de la prothrombinase fgl-2 dans les macrophages J774A.1 infectés avec le MHV-3 
était dépendante de la MAPK p38 (McGilvray et al., 1998), mais le mécanisme responsable n’avait pas 
été identifié. Ces auteurs, par contre,  ont observé que la production d’IL-6 dans ces cellules n’était 
pas reliée à la réplication virale, alors que c’était le cas pour le fgl-2. Pris dans leur ensemble, ces 
résultats indiquent que la phosphorylation rapide de la MAPK p38 est un facteur de première 
importance dans la réponse pro-inflammatoire des macrophages infectés au L2-MHV-3. Nos résultats 
indiquent  que les niveaux significatifs précoces d’ARN de la N-MHV et l’induction hâtive de facteurs 
pro-inflammatoires dépendant de la MAPK p38 sont reliés à la fixation de la protéine virale S aux 
complexes TLR2/radeaux lipidiques/cavéoline et possiblement son inteARNlisation via cette voie 
endocytaire.  
Les coronavirus exploitent différents mécanismes pour échapper à la réponse immunitaire innée. À 
cet effet, plusieurs protéines structurales et non-structurales virales inhibent les voies d’induction de 
la réponse antivirale IFN de type I, mais cette inhibition est moins importante chez les macrophages 





inflammatoires dans les macrophages infectés avec d’autres coronavirus a également été observée, 
notamment dans le cas des virus humain SRAS et HCo-223E (Tseng et al., 2005; Desforges et al., 2007; 
Takano et al., 2007), indiquant l’importance des macrophages dans l’exacerbation des symptômes 
cliniques lors d’infections par les coronavirus. Le sérotype MHV-A59 n’induit quant à lui qu’une 
hépatite légère caractérisée par des foyers et zones nécrotiques modérés (Navas et al., 2001) et la 
réplication moins importante du MHV-A59 dans le foie est en partie due à la production d’IFN dès le 
début de l’infection par les macrophages (Zhou et al., 2010). Contrairement à ce que nous avons 
démontré pour le virus MHV-3 hautement virulent, la production d’IL-6 et de TNF-α dans les 
macrophages péritonéaux infectés avec le MHV-A59 n’est pas reliée au TLR2 (Zhou et al., 2010). 
 
4.3 Le rôle du TLR2 dans la permissivité des hépatocytes au virus MHV-3 et dans les 
propriétés inflammatoires induites par l’infection virale. 
Cette étude a aussi permis de confirmer le rôle de première importance du TLR2 dans la réponse 
immunitaire innée des hépatocytes face à l’infection avec le virus hautement hépatotrope L2-MHV-3. 
Le foie est majoritairement composé d’hépatocytes, l’unité fonctionnelle de cet organe (Ishibash et 
al., 2009), et ceux-ci sont parmi les premières cellules hépatiques à déclencher la réponse 
immunitaire innée, notamment par la sécrétion massive de protéines de phase aiguë, de cytokines et 
de chimiokines pro-inflammatoires (Nemeth et al.,  2009).  
Nos résultats montrent, au départ, que les hépatocytes FL83B, considérés comme des hépatocytes 
murins matures et fonctionnels pour le métabolisme hépatique, sont permissifs à la réplication du 
virus L2-MHV-3.  Cette permissivité était attendue puisque les travaux de Arnheiter et al., (1982), 
avait montré que les hépatocytes isolées de souris hautement susceptibles BALB/c supportaient la 
réplication du MHV-3 avec un haut taux de réplication et l’apparition de nombreux syncytia. Par 
contre, les titres viraux atteints dans les hépatocytes de ces souris sont plus élevés que ceux observés 
avec les cellules FL83B. D’autre part, les auteurs ont remarqué que les titres viraux obtenus 
reflétaient le niveau de résistance génétique puisque les cellules de souris résistantes A/J 
supportaient beaucoup plus faiblement la réplication du MHV-3. Ces observations suggèrent 
l’existence de mécanismes de résistance intrinsèque des hépatocytes en fonction de facteurs 





Nous avons montré que l’infection des hépatocytes FL83B avec le MHV-3 activait rapidement la 
transcription du TLR2 (dès 4 h p.i.) avant même que la transcription du gène N-MHV soit détectable, 
ce qui suggère que la fixation virale ou son inteARNlisation était suffisant pour déclencher la 
transcription du TLR2. D’autre part, l’infection virale a aussi activé la transcription de l’IFN-β dès 8 h 
p.i. et la traduction a aussi été observée au même moment. Le rôle de l’IFN-β dans la réplication du 
MHV-3 chez les hépatocytes n’est pas connu. Par contre, il a déjà été démontré que la réplication du 
MHV-3 dans les hépatocytes n’était aucunement diminuée soit par l’ajout d’IFN-β exogène aux 
cellules soit chez des souris dont le gène de l’IFN-β avait été invalidé (Arnheiter et al., 1982; Kyuwa et 
al., 2003). Il est fort peu probable que la faible concentration d’IFN-β sécrété dans le surnageant des 
cellules FL83B infectées soit responsable de la réplication mitigée du virus MHV-3 par rapport aux 
titres viraux rapportés dans les hépatocytes de souris BALB/c. 
Les hépatocytes FL83B infectés par le MHV-3 ont aussi montré une augmentation de la transcription 
et de la traduction des cytokines inflammatoires IL-6 et, un plus tardivement du TNF-α. Jacques et al., 
(2009) avaient rapporté que la fixation du virus MHV-3 à la surface de macrophages péritonéaux 
induisait rapidement la production d’IL-6 et de TNF-α. En comparaison avec ces observations, nos 
résultats avec les macrophages J774Amontrent que l’induction de ces cytokines inflammatoires a été 
plus tardive puisque la transcription de l’IL-6 est apparue à 8 h p.i. et celle du TNF-α à 12 h p.i., ce qui 
suggère que ces cellules expriment peu le TLR2 et/ou le récepteur viral CEACAM1a puisque nous 
avons montré que ces deux récepteurs étaient impliqués dans la production rapide d’IL-6 par les 
macrophages J774A.1.   
D’autre part, les hépatocytes FL83B infectés ont aussi induit la transcription et la production de 
chimiokines, telles que le CXCL-1, le CXCL-10 et le CCL-2, indiquant un rôle important des hépatocytes 
dans le recrutement de cellules inflammatoires lors de l’infection virale. La cinétique d’apparition des 
ARNm de ces cytokines révèle, similairement à ce qui a été observé au niveau de la réplication virale 
et de la production de cytokines, une induction relativement tardive, vers 8 h p.i, suggérant un 
mécanisme commun d’activation de tous ces facteurs inflammatoires. Cette réponse inflammatoire 
se poursuit jusqu’à la mort des hépatocytes (entre 12 et 16 h p.i.). 
Le blocage des ARNm du gène du TLR2 à l’aide de ARN interférants a permis de montrer que, à 
l’exception de L’IL-6, la transcription du TNF-α, des chimiokines et de l’IFN-β était totalement ou 





l’expression du TLR2 par les hépatocytes dépendait directement de l’activation du facteur de 
transcription NF-κB, que cette activation était dépendante soit de l’IL-1α ou du TNF-α et que 
l’augmentation du TLR2 augmentait la réponse des hépatocytes en présence de produits microbiens. 
Quoique l’augmentation de la transcription du TLR2 dépende du TNF-α, nos résultats montrent que 
cette transcription apparaît plus tôt que celle de la sécrétion de TNF-α dans le surnageant des cellules 
FL83B infectées avec le virus MHV-3, ce qui suggère que l’augmentation de la transcription de TLR2 
n’est pas induite par le TNF-α mais bien par un autre mécanisme rapide, probablement relié à la 
fixation de la protéine virale S et/ou l’inteARNlisation du virus dans ces cellules. D’autre part, 
l’augmentation de la transcription de l’IL-6 en absence de TLR2 apparait surprenante de premier 
abord, mais nous avons montré chez les cellules J774A.1 infectées avec le MHV-3 que le blocage de la 
voie d’endocytose dépendant des complexes radeaux lipidiques/TLR2/cavéoline favorisait l’utilisation 
de la voie d’endocytose dépendante de la clathrine et que l’IL-6 pouvait alors être transcrit via les 
senseurs viraux endosomaux, tel le TLR-3. Il est probable que le blocage de l’expression du TLR2 par 
les siRNA ait eu comme conséquence d’augmenter l’utilisation de la voie d’endocytose via la clathrine 
et d’induire de l’IL-6 via la voie TLR-3/NF-κB, tel que nous l’avons montré avec les macrophages 
J774A.1 traités avec du nystatin. 
Le sérotype MHV-A59 induit une infection chronique des souris qui peut durer jusqu’à 6 mois après 
l’infection (Matthews et al., 2001; Rempel et al., 2004). Le sérotype MHV-A59, moins virulent et 
moins hépatotrope, est connu pour sa capacité à infecter aussi les hépatocytes, comme le fait le 
MHV-3. Par contre, le niveau de réplication virale est très faible dans les hépatocytes primaires 
infectés in vitro et les virus produits restent très associés aux cellules (Hingley et al, 1998). 
L’apparition de petits syncetia est aussi retardée. Ces auteurs ont montré que la faible réplication de 
ce MHV et sa forte association avec les cellules étaient dues à l’absence de clivage de la protéine S 
essentielle à la fusion pH-dépendante par les hépatocytes, ce qui empêcherait l’infection virale via 
l’endocytose dépendant de la clathrine. Il ne resterait au virus MHV-A59 que la voie de la fusion 
cellulaire pour infecter les hépatocytes. Nous avons confirmé que le L2-MHV-3, à l’opposé du MHV-
A59, se liait au TLR2 dans les premiers moments de l’infection des macrophages et activait dès lors les 
voies de signalisation intracellulaire dépendante du TLR2 dont celle de la MAPK p38 dès 5 minutes p.i. 
Cette activation du TLR2 par le L2-MHV-3 s’est aussi traduite dans les cellules FL83B par une 
production importante des cytokines pro-inflammatoires, des chimiokines et de la réponse IFN-β telle 





capacité du MHV-3 à infecter les hépatocytes soit reliée à sa capacité à se fixer sur le TLR2, propriété 
que ne possède pas le MHV-A59, et à utiliser la voie endosomale dépendante des radeaux 
lipidiques/cavéoline. Cette hypothèse sera intéressante à vérifier chez les cellules FL83B infectées 
avec l’un ou l’autre des virus mais aussi chez des hépatocytes primaires infectés. 
Les résultats obtenus chez les hépatocytes FL83B infectées avec les virus MHV-3 pourraient 
représenter un outil d’étude sur les rôles des hépatocytes dans l’immunité innée lors d’hépatites 
virales puisque les hépatocytes sont les cibles primaires des virus de l’hépatite humaine et servent 
aussi de réservoir pour la réplication virale. Le virus VHC, qui cause dans 80% des cas une infection 
chronique chez l’humain et pouvant durer plusieurs décennies, peut également causer une hépatite 
aiguë mortelle (Hoofnagle, 1997). Il a été montré que ce virus pouvait infecter plus rapidement et 
efficacement les hépatocytes, car il pouvait exploiter plusieurs molécules présentes à la surface 
cellulaire (Helle & Dubuisson, 2008) dont le TLR2 (Chung et al., 2010). Il est connu que la fixation au 
TLR2 par certains virus comme l’entérovirus 71 exacerbe la réponse immunitaire (Gong et al., 2012). 
Le sérotype L2-MHV-3 est le plus virulent des MHVs causant une hépatite fulminante menant à la 
mort des souris de la plupart des lignées de 3 à 5 j. p.i. (Le Prévost et al., 1975). L’hépatite fulminante 
menant à la mort est caractérisée par une réponse inflammatoire élevée face à l’infection virale 
(revue dans Zimmermann et al., 2012). Nous avons démontré l’importance, dans la première partie 
de ce mémoire, du TLR2 dans la réponse inflammatoire in vivo face à l’infection avec le L2-MHV-3. 
Nous avons démontré dans la 3e section de ce mémoire que le L2-MHV-3 infectait aisément les 
hépatocytes FL83B et se répliquait de façon croissante jusqu’à la mort cellulaire apparaissant entre 12 
et 16 h p.i. L’infection des hépatocytes par le L2-MHV-3 a aussi induit une forte réponse 
inflammatoire caractérisée par l’induction des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α, des 
chimiokines CCL2, CXCL-1 et -10 et de l’IFN-β. Nos résultats, pris dans leur ensemble, suggère que la 
réponse inflammatoire induite par l’infection des hépatocytes avec le virus MHV-3 est modulée par sa 
fixation au TLR2 et nous proposons que cette capacité du L2-MHV-3 à activer les voies de signalisation 
dépendantes du TLR2 dans les hépatocytes est un autre facteur important impliqué dans l’hépatite 













































Notre travail sur le rôle du TLR2 dans le développement de l’hépatite virale aiguë in vivo, dans les 
macrophages et les hépatocytes infectés avec le virus MHV-3 a révélé plusieurs similarités entre les 
mécanismes d’évasion des détecteurs viraux démontrés avec ce virus et les mécanismes d’évasion de 
l’immunité innée utilisés par certains autres virus dont ceux de l’hépatite humaine, confirmant la 
valeur de ce modèle murin dans l’étude des mécanismes des hépatites aiguës. 
L’activation des voies de signalisation enclenchées par les senseurs microbiens (PRRs) a récemment 
été associée à l’hépatite fulminante, à des niveaux élevés de transaminases et à de plus grandes 
concentrations de bilirubine dans les hépatites spontanées (Kadowaki et al., 2013). Malgré que les 
TLRs endosomaux et les hélicases cytoplasmiques détectent la présence de virus par leurs acides 
nucléiques dans les endosomes ou le cytosol, les TLRs de surface peuvent reconnaître des motifs 
glycoprotéiques viraux et pourraient donc, également être impliqués dans la réponse inflammatoire 
lors d’infections avec des virus enveloppés comme dans le cas du virus de l’herpès, le virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH) ou de l’hépatite B et C (revue dans Oliviera-Nascimento et al., 
2012) mais les mécanismes impliqués n’ont pas encore été élucidés. L’activation du TLR2 dans les 
macrophages humains par les virus de la rougeole ou de la varicelle-zona mène aussi à la production 
d’IL-6 quoique les mécanismes spécifiques ne soient toujours pas connus (Bieback et al., 2002; Wang 
et al., 2005). De plus, la production d’IL-6, de TNF-α et d’IL-12 par des macrophages peut être induite 
par la fixation de la protéine de capside du virus de l’hépatite B aux protéoglycanes de l’héparane 
sulfate et au TLR2 de surface menant à l’activation des voies MAPKs NF-κB, p38 et ERK1/2 (Cooper et 
al., 2005). Plusieurs protéines du virus de l’hépatite B (VHB) (HBsAg, HBeAG or HVB virions) ont la 
capacité d’inhiber les effets antiviraux de l’activation des TLR en réduisant l’activation du NF-κB, du 
IRF-3, de l’ERK et des ISGs mais les mécanismes restent encore inconnus (Wu et al., 2009). 
Récemment, le TLR2 a été co-localisé avec la protéine virale HBeAG impliquée dans l’inhibition du NF-
κB et des IFNs, suggérant une nouvelle voie d’échappement virale via le TLR2 (Lang et al., 2011). De 
plus, la phosphorylation de la MAPK p38 aiderait à la réplication du VHB dans les hépatocytes (Chang 
et al., 2008).  
Nos résultats suggèrent que le mécanisme impliqué dans ces observations pourraient être la capacité 
de ces virus à se fixer au TLR2 et à moduler les voies de signalisation dépendante de la voie 





protégeant partiellement les virus de leur détection par les senseurs microbiens tout en activant 
rapidement les facteurs pro-inflammatoires dépendant du TLR2.  
A l’aide du modèle d’infection par le virus MHV-3, des études pourraient être entreprises pour vérifier 
le rôle du TLR2 et de l’importance des complexes TLR2/radeaux lipidiques/cavéoline comme 
mécanisme d’échappement des détecteurs viraux dans les hépatocytes et aussi dans d’autres cellules 
hépatiques, dont les cellules endothéliales sinusoïdes. Il sera aussi intéressant de vérifier s’il est 
possible de diminuer la gravité de l’hépatite induite par le MHV-3 en utilisant de nouveaux inhibiteurs 
spécifiques de TLR2 et ce, dans ce modèle murin. Fort de tous ces résultats, il sera alors possible de 
modéliser le processus de l’hépatite aiguë et de la réponse innée précoce résultant des effets de 
l’infection virale sur chacune des cellules hépatiques permissives à la réplication virale et des 
interactions pouvant se produire, via les facteurs inflammatoires sécrétés par chacune d’elle, dans le 
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